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1 EINLEITUNG 
Der Uterus der Stute ist kontinuierlich hormonellen Veränderungen ausgesetzt. Im Rahmen 
des Zyklusgeschehens wird im Speziellen das endometriale Gewebe, durch eine periodisch 
wechselnde Dominanz an Plasmaöstrogenen und -progesteron, von einem proliferativen in 
einen sekretorischen Funktionszustand überführt und umgekehrt. Ausgehend von der Viel-
zahl am Zyklusverlauf der Stute beteiligter Gewebe, welche unterschiedliche funktionelle 
Eigenschaften besitzen und in ständigem Austausch miteinander stehen, ergeben sich kom-
plexe Abhängigkeitsverhältnisse. Diese erfordern, im Rahmen funktioneller Verlaufsstudien 
am Uterus in situ, einen umfangreichen Versuchsaufbau. 
 
Um einen Überblick über den bestehenden endometrialen Funktionszustand zu gewinnen, 
stellt eine Endometriumbiopsie das Mittel der Wahl dar (KENNEY 1978). Anhand dieser 
„Momentaufnahme“ ist zudem eine prognostische Einschätzung der Fertilität, bezogen auf 
das uterine Gewebe, möglich (KENNEY u. DOIG 1986, SCHOON et al. 1992). 
Darüber hinaus kann eine solche, minimalinvasiv gewonnene Gewebeprobe, ebenso wie 
entsprechendes Probenmaterial von frischtoten Stuten, für In-vitro-Studien Verwendung fin-
den. Durch Isolation und separate Kultivierung der unterschiedlichen endometrialen Zellpo-
pulationen können zellspezifische morphologisch-funktionelle Charakteristika erforscht 
werden (BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). Unter standardisierten und 
reproduzierbaren Bedingungen ist es zudem möglich, im Rahmen entsprechender Zellkul-
turmodelle, kontrollierte Studien zur Untersuchung verschiedener Einflussfaktoren auf die 
Zellen zu planen und durchzuführen (FRESHNEY 2010). Zellkulturansätze, welche einen in-
situ-ähnlichen Zustand simulieren (Kokultur) und Verlaufsuntersuchungen ermöglichen, 
könnten zur Erforschung endometrial bedingter Fertilitätsstörungen des Pferdes herangezo-
gen werden. Losgelöst von Versuchsansätzen am lebenden Tier ergibt sich daraus eine, vor 
allem aus ethischer und praktischer Sicht anzustrebende, Möglichkeit experimenteller Stu-
dien auf zellulärer Ebene (FRESHNEY 2010). 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Etablierung einer Kokultur equiner endometrialer 
Epithel- und Stromazellen, aufbauend auf Versuchsansätzen bereits existierender Verfah-
rensweisen zu Monokulturen beider Zellpopulationen (BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, 
THEUß 2011). In einem weiteren Schritt sollte eine morphologisch-funktionelle Charakterisie-
rung der unter hormonellem Einfluss stehenden Zellen, hinsichtlich der Produktion ausge-




2.1 Allgemeine Betrachtungen 
2.1.1 Die Zyklusphasen der Stute 
Die Stute zählt zu den saisonal polyöstrischen Tieren, wobei sich ihre Zuchtsaison vom Früh-
jahr bis in den frühen Herbst hinein erstreckt. Daran schließt sich der sog. Winteranöstrus 
an, in welchem sowohl die Ovarien als auch das Endometrium im Spätherbst und Winter 
eine Phase der physiologischen Inaktivität durchlaufen (ARTHUR 1958, GINTHER 1974, 
KENNEY u. DOIG 1986, ADAMS u. BOSU 1988, SCHOON et al. 1992). Während dieser 
Sachverhalt auf die Mehrzahl der Stuten zutrifft, zeigen einige Tiere jedoch über das gesam-
te Jahr hinweg ein Zyklusgeschehen (VAN NIEKERK 1967, AURICH 2011). 
Der equine Zyklus weist eine durchschnittliche Dauer von 21 bis 23 Tagen auf (PLOTKA et 
al. 1971, ADAMS u. BOSU 1988, AURICH u. KLUG 1993, GINTHER et al. 2011) und kann, 
basierend auf spezifischen morphologischen Veränderungen der endometrialen Zellarten in 
dessen Verlauf, nach BRUNCKHORST et al. (1991) und SCHOON et al. (1992) in mehrere 
Abschnitte untergliedert werden. Dabei folgt auf eine 8- bis 9-tägige Proliferationsphase, be-
stehend aus Präöstrus (3 Tage), Östrus (2-3 Tage) und Postöstrus (3 Tage), ein 13 Tage 
andauernder Interöstrus (Sektretionsphase). 
 
2.1.2 Lichtmikroskopie des zyklisch aktiven Endometriums 
Am Endometrium können während eines regulär verlaufenden Zyklus morphologische und 
funktionsgebundene Veränderungen des luminalen und glandulären Epithels sowie des 
Stromas beobachtet werden. Diese kontinuierlich stattfindenden, von hormonellen Einflüssen 
abhängigen Umbauvorgänge können als typische histomorphologische Charakteristika der 
einzelnen Zyklusphasen erfasst werden und sind in Tab. 2.1 (S. 3) im Überblick dargestellt. 
Mittels immunhistologischer Verfahren können endometriale Epithel- (glandulär und luminal) 
und Stromazellen in situ eindeutig voneinander unterschieden werden. AUPPERLE et al. 
(2004) beschreiben in ihren Studien die sichere Differenzierung beider Zellarten anhand der 
Expression von Zytokeratin (Antikörpergemisch AE1/AE3), einem Intermediärfilament, wel-
ches ausschließlich in Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert wird (MOLL et al. 1983, 
2008). In einer weiteren Arbeit untersuchen BÖTTCHER et al. (2010) die Expression des 
Zytokeratin-Subtyps 19 und weisen eine variable Expression dieses Filamentes in den ver-
schiedenen endometrialen Epithelzellpopulationen (luminales und glanduläres Epithel sowie 




































































































































Tab. 2.1: Überblick über wichtige histomorphologisch erfassbare Charakteristika des zyklisch aktiven equinen Endometriums 
 
  
Präöstrus Östrus Postöstrus Interöstrus 
luminales Epithel iso- bis hochprisma- 
tisch 2, 5, 8, 10, 11, 13 
hochprisma- 
tisch 6, 10, 11, 13 
hochprisma-
tisch 6, 10, 12 
anfänglich hochprismatisch 13, zum Ende hin 




iso- 13 bis hochprisma-
tisch 4 mit kleinen runden 
12, 13
 chromatinreichen 1, 
13
 Zellkernen 
hochprismatisch 1, 2, 9, 12, 
13, 14
 mit ovalen bis rund-
ovalen hypochromati-
schen Zellkernen 10, 12, 14 vergleichbare 





mal gestreckt 4, 
8, 10, 11




iso- bis hochprismatisch mit basal liegenden 
rundlichen, kleinen, mäßig chromatinhaltigen 
Zellkernen 10, 11, 13, teils mit apikalen Sekret-
vakuolen und Sekretfäden 4, 10, 12, 13, 14 
Morpho-
logie 
beginnende Streckung 3, 
4, 8, 9, 10, 11, 13
 mit überwie-
gend engen Lumina 
(kein Sekret) 4 
gestreckt 2, 4, 8, 10, 11, 13, 
zunehmende Drüsenan-
zahl 2, 4, weite Drüsenlu-
mina 1, 2, 4, 6, geringe 
Drüsendichte 4, 5, 8 (z. T. 
Sekret in den Lumina) 6 
deutliche „Schlängelung“ 2, 5, 6, 7, 8, 12, 13 bei hoher 
Drüsendichte 2, 5, 8, 10, 12, 13; Drüsen mit weiten 7, 
sekretgefüllten Lumina 12; zum Ende hin Ab-
nahme der „Schlängelung“ und Drüsendurch-




kleine spindelförmige 13 
bis große 12 Zellkerne 
undifferenzierte 13 Zellen 
mit großen 10, 11 Zell-
kernen 
ovaler bis hypochromatischer Zellkern 12 bei 
maximaler Zellkerngröße 10, 11, 13, welche später 
wieder abnimmt 
Ödem ungleichmäßig 5, 7, 11, 13 ausgeprägt 1, 2, 4, 12, 13 abnehmend bis fehlend 4, 5, 8, 10, 12 
 
Literatur: 1 KNUDSEN u. VELLE (1961), 2 BRANDT (1970), 3 VOGEL u. HUMKE (1973), 4 GORDON u. SARTIN (1978), 5 KENNEY (1978),       
6 ROSSDALE u. RICKETTS (1980), 7 KENNEY u. DOIG (1986), 8 VAN CAMP (1988), 9 RICKETTS (1989), 10 BRUNCKHORST et al. 
(1991), 11 SCHOON et al. (1992), 12 STRANKMEYER (1993), 13 HÄFNER (1999), 14 RAILA (2000) 
4 LITERATURÜBERSICHT 
2.1.3 Regulation des endometrialen Zyklus: 
          Östrogen- und Progesteronwirkungen sowie ihre Rezeptoren 
Das endometriale Zyklusgeschehen der Stute unterliegt primär neuroendokrinen Regulati-
onsmechanismen (ALEXANDER u. IRVINE 1987). So wird durch das fein abgestimmte Zu-
sammenwirken einzelner Hormone aus dem Hypothalamus, der Hypophyse, den Ovarien 
sowie dem Endometrium der Zyklusablauf bestimmt (GINTHER 1992, AURICH 2011) (s. 
Abb. 2.1). 
 
Abb. 2.1: Das equine Zyklusgeschehen: schematische Darstellung der hormonellen Regu-
lationsmechanismen nach AURICH u. KLUG (1993) 
Im Hypothalamus wird das sog. „Gonadotropin-releasing hormone“ (GnRH) synthetisiert und 
in das hypothalamisch-hypophysäre Pfortadersystem pulsatil sezerniert. Im Hypophysenvor-
derlappen stimuliert GnRH daraufhin die ebenfalls pulsatile Freisetzung der Gonadotropine 
LH (luteinisierendes Hormon) und FSH (follikelstimulierendes Hormon) in den peripheren 
Blutkreislauf (ALEXANDER u. IRVINE 1987, GINTHER 1992). Generell verhalten sich die 
mittleren plasmatischen Konzentrationen beider Gonadotropine im Zyklusverlauf gegenläufig 
(MILLER et al. 1980), wobei FSH einen vornehmlich biphasischen Konzentrationsverlauf mit 
Maximalwerten im frühen und späten Interöstrus aufweist (EVANS u. IRVINE 1975, 
GINTHER et al. 2008).  
An den Ovarien stimuliert FSH das Wachstum und die Vaskularisierung der Follikel sowie die 
follikuläre Synthese von 17β-Östradiol (E2) (GINTHER 1992). Dieses Steroidhormon sowie 
das vom entstehenden dominanten Follikel gebildete Inhibin hemmen ihrerseits im Rahmen 
einer negativen Rückkopplung die weitere Ausschüttung von FSH aus der Adenohypophyse 
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(MILLER et al. 1981, DONADEU u. GINTHER 2003, AURICH 2005). E2, das vermehrt in der 
Follikelphase (d.h. während des Östrus) freigesetzt wird, erreicht ca. 2 Tage prae ovulatio-
nem sein Sekretionsmaximum und übt in diesem Zeitabschnitt einen negativen Effekt auf 
den Anstieg von LH aus (GINTHER et al. 2007b). Gleichzeitig sensibilisiert E2 den Hypophy-
senvorderlappen für GnRH. Während post ovulationem die plasmatische E2-Konzentration 
abfällt, wird nun durch die Wirkung von GnRH die zunehmende Sekretion von LH stimuliert 
(THOMPSON JUNIOR et al. 1991). Dieser Anstieg von LH, welches seinen Maximalwert 
kurz nach der Ovulation erreicht, bewirkt die Follikelreifung, die Auslösung der Ovulation 
sowie die Anbildung des Gelbkörpers und den Erhalt von dessen Aktivität (GINTHER 1992). 
Das nach eingetretener Ovulation angebildete Corpus luteum synthetisiert und sezerniert 
Progesteron (P4) (s. Abb. 2.2), wobei Maximalwerte 5 bis 7 Tage post ovulationem verzeich-
net werden. Im Gegensatz dazu, liegt die Konzentration dieses Steroidhormons im Verlauf 
des Östrus stets unter 0,5 bis 1 ng/ml Plasma (Tab. 2.2, S. 6) (ALLEN u. HADLEY 1973, 
GINTHER 1992). 
 
Abb. 2.2: Das equine Zyklusgeschehen: graphische Darstellung der Konzentrationsverläu-
fe von E2 (grau) und P4 (gelb) im Blutplasma der Stute anhand der dokumen-
tierten Hormonwerte nach NODEN et al. (1975). 

























Literatur: 1 SMITH et al. (1970), 2 STABENFELDT et al. (1971), 3 PLOTKA et al. (1972), 4 ALLEN u. HADLEY (1973), 5 NODEN et al. (1973),     
6 SHARP u. BLACK (1973), 7 HUGHES et al. (1975), 8 NODEN et al. (1975), 9 PALMER u. JOUSSET (1975), 10 NELSON et al. 




































































































































Nach BRUNCKHORST et al. (1991) markiert die vermehrte Freisetzung von P4 den Über-
gang des Endometriums in die Phase der Sekretion. Gleichzeitig führt dieses Hormon zur 
Hemmung der LH-Sekretion aus der Adenohypophyse (GARCIA et al. 1979, GINTHER et al. 
2006). Bei Unterbleiben einer Konzeption wird ab dem 14. Zyklustag vom Endometrium 
PGF2α (Prostaglandin F2α) gebildet, wodurch die Regression des Blütegelbkörpers sowie das 
Abfallen der Plasmaprogesteronkonzentration bedingt wird (GINTHER et al. 2005, GINTHER 
et al. 2007a, AURICH 2011). Zudem entfällt nun der negative Feedbackmechanismus von P4 
auf die Freisetzung von LH aus dem Hypophysenvorderlappen (THOMPSON JUNIOR et al. 
1991, GINTHER et al. 2006). 
Über spezifische Steroidhormonrezeptoren, welche in den luminalen und glandulären Epithe-
lien sowie in den Stromazellen des Endometriums exprimiert werden, üben Östrogene und 
Progesteron eine direkte Wirkung auf diese Zellen aus. Den wichtigsten Vertreter der Gruppe 
der Östrogene stellt dabei E2 dar. Durch die gegenläufige Konzentrationsdynamik beider Ste-
roidhormone (s. Tab. 2.2, S. 6) werden die zyklischen Umbauvorgänge im Endometrium ge-
steuert (BRUNCKHORST et al. 1991, HARTT et al. 2005). 
Östrogen- (ER) und Progesteron-Rezeptoren (PR) zählen zur Familie der intranukleären Re-
zeptoren und stellen ligandenabhängige Transkriptionsfaktoren der Steroidhormone dar. 
Gegenwärtig sind für den ER zwei Subtypen (ERα und ERβ) beschrieben, wobei im uterinen 
Gewebe vornehmlich ERα exprimiert wird (NILSSON u. GUSTAFSSON 2011). 
Durch reversible Bindung des entsprechenden Steroidhormons (E2 oder P4) im Zytosol der 
Zelle kommt es zur allosterischen Form- und Aktivitätsänderung des Rezeptor-Hormon-
Komplexes. Nachfolgend bindet dieser im Nukleus an das spezifische hormone response 
element (HRE) an der Promotorregion des Zielgens (EDELMAN 1975, EVANS 1988, 
CARSON-JURICA et al. 1990). Abhängig von der hemmenden oder fördernden Eigenschaft 
des jeweiligen HRE kann die Transkription bestimmter Gene durch das Wirken von E2 oder 
P4 unterbunden und zeitgleich die anderer Gene aktiviert werden (LANDERS u. 
SPELSBERG 1992). 
Generell ist P4 verantwortlich für die sekretorische endometriale Differenzierung sowie für die 
Produktion sekretorischer endometrialer Proteine. Diese sind als Histiotrophe entscheidend 
an der Aufrechterhaltung einer möglichen Gravidität beteiligt. Im Gegensatz dazu vermittelt 
E2 den Übergang des Endometriums in die Phase der Proliferation (ADAMS u. BOSU 1988, 
DÖCKE 1994). 
 
2.1.4 Immunhistologische Untersuchungen zur Expression von Östrogen- 
          und Progesteronrezeptoren im Zyklusverlauf 
Neben Untersuchungsverfahren zum Nachweis von Östrogen- und Progesteronrezeptor-
mRNA (MCDOWELL et al. 1999, HARTT et al. 2005) kann ein Nachweis der Steroidhormon-
rezeptoren im Endometrium der Stute auch mittels Rezeptorbindungstest (engl. receptor 
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binding assay) (TOMANELLI et al. 1991) oder mit Hilfe immunhistologischer Methoden erfol-
gen (BRUNCKHORST et al. 1991, WATSON et al. 1992b, AUPPERLE et al. 2000). 
AUPPERLE et al. (2000) beobachten eine enge Korrelation zwischen der Expression endo-
metrialer ERα und PR und den Steroidhormonkonzentrationen im peripheren Blutplasma 
zyklischer Stuten. In Abhängigkeit von der Zellpopulation (Epithel- und Stromazellen) und der 
jeweiligen Phase des endometrialen Zyklus können Variationen im Expressionsmuster bei-
der Rezeptoren beobachtet werden. Das Reaktionsprodukt ist dabei ausschließlich intranuk-
leär lokalisiert. Im Östrus und frühen Interöstrus nimmt die Expressionsintensität der PR- und 
ERα-Rezeptoren in den glandulären Epithelzellen zu, wobei Maximalwerte an Tag 5 post 
ovulationem verzeichnet werden. In der sich nun anschließenden Sekretionsphase sinken 
diese Werte bis zum Zyklustag 13 stetig ab (ÖZGEN 1999, AUPPERLE et al. 2000). Im Ver-
gleich dazu weisen die endometrialen Stromazellen die höchste Rezeptordichte zum Zeit-
punkt der Ovulation (ERα) bzw. im späten Interöstrus (16.-19. Zyklustag; PR) auf. Das 
luminale Epithel zeigt eine konstant niedrige Expressionsintensität beider Rezeptoren über 
den gesamten Zyklusverlauf (AUPPERLE et al. 2000). Vergleichbare Ergebnisse sind für 
den immunhistologischen Nachweis von ERα an Gefrierschnitten (BRUNCKHORST et al. 
1991) und die Untersuchung mittels Rezeptorbindungstest (TOMANELLI et al. 1991) be-
schrieben. 
Insgesamt ist eine Stimulation der endometrialen Steroidhormonrezeptordichte unter Östro-
gendominanz und deren Downregulation durch Progesteron ersichtlich (AUPPERLE et al. 
2000). 
 
2.2 Sekretorische Aktivität des Endometriums 
2.2.1 Allgemeine Betrachtungen 
Die endometrialen Drüsen produzieren neben niedermolekularen Verbindungen auch Makro-
moleküle, zu denen verschiedenste Proteine zählen. Diese werden hormonabhängig und 
zusammen mit Serumproteinen (Transzytose aus dem Blut) in unterschiedlichen Konzentati-
onen in das Uteruslumen sezerniert. Im Zyklusverlauf ergibt sich dadurch eine stete Varianz 
der Zusammensetzung und Beschaffenheit des uterinen Milieus (BEIER 1974, BEIER-
HELLWIG et al. 1989, 1994). Aufgrund der Ausbildung einer epitheliochorialen Plazenta 
kommt den exokrinen Sekretionsprodukten der Endometriumdrüsen bei der Stute im Rah-
men einer Trächtigkeit eine besondere Bedeutung zu. Die sog. Histiotrophe ist vor allem in 
der Frühträchtigkeit essentiell für die Ernährung und Entwicklung des Konzeptus (SAMUEL 
et al. 1976, ALLEN u. WILSHER 2009). Auch nach erfolgter Implantation bleibt die Synthese 
der Histiotrophe erhalten (ELLENBERGER et al. 2008) und ist weiterhin anteilig an der nutri-
tiven Versorgung der Frucht bis zum Ende der Gravidität beteiligt (ALLEN u. WILSHER 
2009). Abweichungen in der Zusammensetzung der Histiotophe im Zuge chronisch-
degenerativer endometrialer Alterationen stellen möglicherweise eine fertilitätsmindernde 
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Beeinflussung des uterinen Milieus dar (HOFFMANN 2006, HOFFMANN et al. 2009a, 
LEHMANN et al. 2011). 
 
2.2.2 Ausgewählte endometriale Proteine 
2.2.2.1 Uteroglobin 
Uteroglobin (UG) zählt zur Familie der Sekretoglobine (KLUG et al. 2000) und wird als ein 
dimeres 16 kDa schweres Protein beschrieben. Die beiden monomeren Aminosäureketten 
sind antiparallel ausgerichtet, über zwei Disulfidbrücken verbunden und bilden zwischen sich 
eine hydrophobe Tasche aus, welche verschiedene lipophile Moleküle binden kann 
(MÜLLER-SCHÖTTLE et al. 2002). Erstmalig wurde UG im uterinen Sekret tragender Kanin-
chen beschrieben (BEIER 1966, KIRCHNER 1969). Deutlich später gelang auch der Nach-
weis des Proteins im uterinen Sektret (BEIER-HELLWIG et al. 1995) sowie im endometrialen 
Gewebe zyklischer Stuten (MÜLLER-SCHÖTTLE et al. 2002). Mittels immunhistologischer 
Methoden konnte zudem die glanduläre uterine Sekretion von UG im Zyklusverlauf 
(HOFFMANN 2006) und im Rahmen der Trächtigkeit der Stute (ELLENBERGER et al. 2008) 
nachgewiesen werden. 
Neben seinem Vorkommen im uterinen Milieu wird UG zudem geschlechtsübergreifend bei 
unterschiedlichen Spezies von verschiedenen weiteren Epithelien gebildet. Dazu zählen bei-
spielsweise jene des Respirations- (ANDERSSON et al. 1991), Gastrointestinal- und Uroge-
nitaltraktes (BEIER et al. 1975, KIRCHNER 1976, NOSKE u. FEIGELSON 1976). UG besitzt 
antichemotaktische und antiinflammatorische Eigenschaften, wobei letztere z. T. auf die 
Hemmung der Phospholipase A2 (FACCHIANO et al. 1990, MUKHERJEE et al. 1999, 
MANDAL et al. 2005) und auch der Chemotaxis von Makrophagen zurückzuführen sind 
(VASANTHAKUMAR et al. 1988). Darüber hinaus übt UG, vor allem durch seine dosisab-
hängige Bindung an Fibronektin (FARROW et al. 2000), eine hemmende Wirkung auf Pa-
renchymfibrosen aus. In diesem Zusammenhang beobachten ZHANG et al. (2000) in einem 
Versuch mit UG-knockout-Mäusen eine zunehmende Gewebefibrose mit Ablagerung von 
Fibronektin in der extrazellulären Matrix. 
Im Uterus wird UG unter Progesteroneinfluss vermehrt gebildet und setzt seinerseits die en-
dometriale Konzentration von Prostaglandinen herab, wodurch vor allem in der Frühträchtig-
keit die Kontraktilität des Myometriums herabgesetzt und der Konzeptus geschützt wird 
(LEVIN et al. 1986). Zudem kommt UG, aufgrund seiner spezifischen Bindung von lipophilen 
Molekülen, Steroiden, Phospholipiden und polychlorierten Biphenylen eine Bedeutung als 
Transport- und Bindungsprotein in der Versorgung des Konzeptus zu (BEATO u. BAIER 
1975, ANDERSSON et al. 1994, MÜLLER-SCHÖTTLE et al. 2002). Im Rahmen mehrerer 
Studien konnte ferner darauf geschlossen werden, dass UG die endometriale Rezeptivität 
und die Implantation der Blastozyste (MÜLLER-SCHÖTTLE et al. 2002) sowie die Entwick-
lung des Embryos (RIFFO et al. 2007) beeinflussen kann. MUKHERJEE et al. (1982) sowie 
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MIELE et al. (1990) gehen außerdem von einer Maskierung der Antigenität des Konzeptus 
durch UG und einem damit verbundenen Schutz vor maternalen Immunreaktionen aus. 
 
2.2.2.2 CalbindinD9k 
CalbindinD9k (CAL) zählt zur Familie intrazellulärer Proteine und besitzt ein Molekulargewicht 
von 9 kDa sowie zwei hochaffine Bindungsstellen für Kalzium-Ionen (WASSERMANN u. 
FULLMER 1983, CHRISTAKOS et al. 1989). Neben Organen wie Darm, Nieren und Kno-
chen ist das Vorkommen von CAL ebenfalls in der Plazenta und dem Uterus verschiedener 
Säugetierspezies, wie Rind (INPANBUTR et al. 1994, SPREKELER et al. 2012), Ratte 
(WAREMBOURG et al. 1987, MATHIEU et al. 1989, KRISINGER et al. 1992), Schwein 
(KRISINGER et al. 1995, YUN et al. 2004, CHOI et al. 2009, 2012), Maus (TATSUMI et al. 
1999) sowie kleinen Wiederkäuern (WOODING et al. 1996) beschrieben. HOFFMANN 
(2006) weist CAL erstmals auch im Endometrium der Stute nach. Die Hauptaufgabe dieses 
Proteins besteht in der intrazellulären Bindung von Kalzium-Ionen sowie deren aktivem 
transzellulären Transport (WASSERMANN u. FULLMER 1983). Damit ist CAL von Bedeu-
tung für den Erhalt der zellulären Homöostase sowie den transplazentaren Kalziumtransfer 
zur Unterstützung des Wachstums und der Entwicklung des Konzeptus (WOODING et al. 
1996, SPREKELER et al. 2012). Bei kleinen Wiederkäuern ist CAL nach WOODING et al. 
(1996) in der Spätträchtigkeit und mit zunehmender Skelettmineralisierung des Fetus immun-
histologisch im maternalen endometrialen glandulären Epithel sowie dem Trophoblasten 
nachweisbar. Dabei tritt es homogen verteilt und nicht-membrangebunden im Zytosol sowie 
dem Nukleoplasma der Zellen auf. Die Autoren sehen CAL somit als verlässlichen Marker für 
den aktiven transzellulären Kalziumtransport, welcher nicht an ein vesikelgebundenes Sys-
tem gekoppelt ist. 
 
2.2.3 Regulation der Synthese endometrialer Proteine 
Durch die lokale Wirkung von Östrogenen und Progesteron am Uterus kommt es zu charak-
teristischen, histomorphologischen und funktionsgebundenen Veränderungen innerhalb des 
Gewebes (BRUNCKHORST et al. 1991, HARTT et al. 2005). Im Zyklusverlauf ergibt sich 
dadurch, bedingt durch die stete gegenläufige Konzentrationsdynamik beider Hormone zuei-
nander, eine kontinuierliche qualitative sowie quantitative Anpassung der uterinen Sekretion 
(BEIER u. BEIER-HELLWIG 1998). Dieser werden verschiedenste Aufgaben, wie die Beteili-
gung an der Kapazitation, der Entwicklung der Blastozyste sowie deren Implantation beige-
messen (BEIER 1974). 
Das sekretorische Protein UG wird in den Drüsenepithelien des Endometriums progesteron-
abhängig sowohl beim Kaninchen (BEIER 1974) als auch beim Pferd (BEIER-HELLWIG et 
al. 1995) und dem Menschen (MÜLLER-SCHÖTTLE et al. 2000) synthetisiert und sezerniert. 
Beim Kaninchen wird zudem nach initialer Gabe von E2 ein intrazellulärer Anstieg von UG-
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mRNA beobachtet, welcher durch zusätzliche Supplementierung von P4 um ein vielfaches 
zunimmt (MÜLLER u. BEATO 1980). Diese potenzierende Wirkung auf die Transkription des 
UG-Gens durch das Zusammenwirken beider Steroidhormone tritt ausschließlich unter ge-
ringen Östrogendosen auf, wohingegen hohe Konzentrationen einen antiprogestagenen  
Effekt auslösen (SHEN et al. 1983). Eine erfassbare Sekretion des Proteins in das Uteruslu-
men kann ausschließlich unter dem Einfluss von P4 verzeichnet werden (BEIER 2000). Nach 
BEIER (2000) nimmt die progesteronabhängige UG-Sekretion, in Abhängigkeit und proporti-
onal zu den Hormonspiegeln im Blutplasma während der Gelbkörperphase, dosisabhängig 
bis zu einem gewissen Schwellenwert zu. Zusätzlich unterliegt die Transkription des UG-
Gens der regulativen Beteiligung von Prolaktin, wobei dieses zum einen einen direkten posi-
tiven Einfluss auf die Konzentration der PR ausübt (CHILTON u. DANIEL JUNIOR 1987) und 
zum anderen die Bindung von vier Transkriptionsfaktoren stimuliert, welche an der Promotor-
region des UG-Gens binden (KLEIS-SANFRANCISCO et al. 1993). 
Für die Regulation der Synthese von CAL im uterinen Gewebe werden deutliche spezies-
spezifische Unterschiede beschrieben. Bei Rind (INPANBUTR et al. 1994), Maus (TATSUMI 
et al. 1999) und Pferd (HOFFMANN 2006) wird diese durch P4 stimuliert, während 
KRISINGER et al. (1995) beim Schwein eine Hemmung der CAL-Produktion durch P4 beob-
achten. Einigen Studien an Ratten zufolge, wird die Transkription des CAL-Gens im Uterus 
hingegen durch E2 kontrolliert und gefördert (DELORME et al. 1983, L'HORSET et al. 1990). 
 
2.2.4 Nachweis ausgewählter endometrialer Proteine im equinen Zyklusverlauf 
HOFFMANN (2006) liefert erstmals eine detaillierte Beschreibung der Expression ausge-
wählter endometrialer Proteine während des Zyklusverlaufs der Stute. Sie erfasst dabei mit-
tels Immunhistologie das Verteilungsmuster innerhalb des endometrialen Gewebes sowie die 
Expressionsintensität der einzelnen Zellen mit positivem Reaktionsprodukt und beobachtet 
ein charakteristisches zyklusassoziiertes Reaktionsmuster. 
Uteroglobin kann im gesamten Zyklusverlauf vorwiegend in den mittleren bis tiefen Drüsen-
abschnitten und vereinzelt, im Präöstrus verstärkt, in den luminalen Epithelzellen nachge-
wiesen werden. Die intensivste Expression von UG tritt im mittleren und späten Interöstrus 
auf, wobei diese mit der zeitgleichen Abnahme der Serumprogesteron-Konzentration assozi-
iert ist. Das Protein zeigt eine durchweg gleichmäßige Expressionsintensität innerhalb der 
Drüsenquerschnitte. Zum Zeitpunkt seiner maximalen Expression weist UG statt des sonst 
überwiegend diffusen, ein vorwiegend apikales intrazytoplasmatisches Reaktionsmuster auf 
(HOFFMANN 2006). 
Im gesamten Zyklusverlauf kann CalbindinD9k in der von HOFFMANN (2006) untersuchten 
Stutenpopulation interindividuell variabel in allen Drüsenanteilen multifokal und mit schwa-
cher Intensität sowie vereinzelt auch im luminalen Epithel nachgewiesen werden. Ein Ex-
pressionsmaximum tritt während des mittleren Interöstrus auf. Dabei besteht eine positive 
Korrelation zwischen der Expressionsintensität von CAL und dem Progesteron-Peak im Blut-
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plasma. Innerhalb der Drüsenanschnitte tritt dieses Protein „mosaikartig“ im Zytoplasma auf. 
Zudem zeigen ca. 10 % der Epithelien mit positivem Reaktionsprodukt eine zusätzliche intra-
nukleäre Expression. 
 
2.3 Das Endometrium in vitro 
2.3.1 Allgemeine Betrachtungen 
Studien an Zellkulturmodellen bieten die Möglichkeit, einzelne Zellpopulationen unter defi-
nierten Bedingungen morphologisch-funktionell zu erforschen. Als eigenständige Disziplin 
erlaubt die Zellkultur dadurch das Studium an Zellen unabhängig von jeglicher systemischer 
Variation im tierischen Organismus, wie z. B. hormonelle Schwankungen. Im Gegensatz zu 
statischen Untersuchungsmethoden kann mit Hilfe von Zellkulturtechniken die Erstellung von 
Verlaufsmodellen bis hin zur Schaffung eines in-vivo-ähnlichen Zustandes realisiert werden. 
Versuchsansätze zur Züchtung endometrialer Zellen in Primärkultur sind seit Jahren bei vie-
len Spezies etabliert (s. Tab. 2.3). 
Tab. 2.3: Zellkulturstudien an endometrialem Gewebe verschiedener Spezies (Auswahl) 
Spezies Autor(en) 
Mensch 
LISZCZAK et al. (1977), SATYASWAROOP et al. (1979), OSTEEN et 
al. (1989), VIGANÒ et al. (1993), BENTIN-LEY et al. (1994), 
CLASSEN-LINKE et al. (1997), MYLONAS et al. (2003b), BLÄUER et 
al. (2005) 
Maus BIGSBY el al. (1986), INABA et al. (1988), WEGENER u. CARSON (1992), KOMATSU et al. (2003), STEVENSON (2003) 
Ratte BITTON-CASIMIRI et al. (1977), CASIMIRI et al. (1980), 
MCCORMACK u. GLASSER (1980), PIVA et al. (1996) 
Kaninchen GERSCHENSON et al. (1977), RICKETTS et al. (1983), 
MULHOLLAND et al. (1988), WANG et al. (2010) 
Meerschweinchen CHAMINADAS et al. (1986), MAHFOUDI et al. (1991, 1992), 
ORDENER et al. (1993) 
Schwein ZHANG et al. (1991), ZHANG u. DAVIS (2000), GROOTHUIS et al. (2002) 
Rind 
FORTIER et al. (1988), TIEMANN et al. (1994), XIAO u. GOFF (1998), 
SKARZYNSKI (2000), TAKAHASHI et al. (2001), YAMAUCHI et al. 
(2003) 
Schaf CHERNY u. FINDLAY (1990), SHELDRICK et al. (1993) 
Hund GALABOVA-KOVACS et al. (2004), STADLER et al. (2009), BARTEL 
et al. (2013) 
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Den Fokus von Zellkulturstudien am equinen Endometrium bildeten anfänglich v. a. Untersu-
chungen zur Interaktion zwischen dem Embryo bzw. Zellen des Trophoblasten und fetalen 
uterinen Fibroblasten (WIEMER et al. 1988) oder endometrialen Gewebekulturen adulter 
Stuten (WATSON u. SERTICH 1989, WATSON 1990). Darauf folgend isolierten und kulti-
vierten BRADY et al. (1993) endometriale Epithelzellen aus dem Gewebeverband für ver-
gleichbare Studien. Neben ersten Versuchen zur morphologisch-funktionellen Charakter-
isierung der einzelnen Zellpopulationen des equinen Uterus (BRADY et al. 1992, WATSON 
et al. 1992a) wurden Studien an in Kultur gehaltenen endometrialen Gewebeexplantaten von 
VERNON (1981), DAY (2006), NASH et al. (2006, 2008, 2010), GALVÃO (2013) und 
PENROD et al. (2013b, 2013a) beschrieben. 
Neueste Zellkulturansätze befassen sich mit der eingehenden Charakterisierung equiner 
endometrialer Epithel- und Stromazellen sowie der Optimierung der Gewebeaufbereitung bis 
hin zur Etablierung reiner Monokulturen beider Zelltypen unter standardisierten Bedingungen 
(BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011, SZÓSTEK et al. 2012). SZÓSTEK et 
al. (2014a, 2014b, 2014c) beschreiben erstmals auch den Einsatz von Steroidhormonen für 
funktionelle Studien an Zellen des equinen Endometriums. 
 
2.3.2 Material 
Allgemein lassen sich drei Hauptmethoden der Gewebekultur unterscheiden. 
Im Rahmen von Organkulturen werden ganze Organe oder dreidimensionale Gewebeanteile 
unter Erhaltung ihrer strukturellen Integrität kultiviert. Sie erlauben die Untersuchung kom-
plexer Gewebe, sind jedoch von Nachteil im Hinblick auf ihre fehlende Vermehrungsfähig-
keit, den diffizilen Ansatz sowie die eingeschränkte Reproduzierbarkeit der Kultivierungs-
ergebnisse (FRESHNEY 2010). 
Eine Kultur von Primärexplantaten hingegen begünstigt, durch die geringe Fragmentgröße 
des verwendeten Gewebes, ein Auswachsen der randständigen Zellen in der Gewebe-
peripherie. Versuche an Explantaten bieten den Vorteil, dass zumindest in einem gewissen 
Umfang die zellulären Wechselwirkungen des Ursprungsgewebes erhalten bleiben 
(SHARMA et al. 2002, FRESHNEY 2010). 
Als weitere Variante bietet die Zellkultur, unter Zuhilfenahme mechanischer oder enzymati-
scher Methoden oder durch Aufbereitung auswachsender Zellen aus einem Gewebeexplan-
tat, die Möglichkeit, Zellen zu vereinzeln und als sog. Monolayer auf unterschiedlichen 
Substraten zu kultivieren und zelluläre Charakteristika zu erfassen (FRESHNEY 2010). 
Für Zellkulturstudien am Endometrium verschiedener Spezies werden als Ausgangsmaterial 
neben transzervikal entnommenen Uterusbioptaten (BRADY et al. 1992, WATSON et al. 
1992a, BENTIN-LEY et al. 1995, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER et al. 2010, THEUß et al. 
2010, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011), z. T. auch oberflächliche Schleimhautgeschabsel 
(VARMA et al. 1982) und postmortal oder postoperativ zugängliche ganze Uteri verwendet 
(TRENT et al. 1980, FORTIER et al. 1988, CHERNY u. FINDLAY 1990, CLASSEN-LINKE et 
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al. 1997, GALABOVA-KOVACS et al. 2004, BÖTTCHER et al. 2010, THEUß et al. 2010, 
BÖTTCHER 2011, THEUß 2011, SZÓSTEK et al. 2014b). 
 
2.3.3 Isolierung 
Mittels mechanischer oder enzymatischer Dissoziation kann Gewebe für die Verwendung im 
Rahmen von Zellkulturversuchen aufgearbeitet und damit Einzelzellen oder Zellverbände 
isoliert werden. Zur Optimierung und maximalen Zellausbeute kommen häufig beide Metho-
den kombiniert zum Einsatz. Im Gegensatz zur Kultur von Primärexplantaten, welche eine 
selektive Migration von Zellen in der Gewebeperipherie fördert, kann so eine große Zellzahl 
und eine für das gesamte Ausgangsgewebe repräsentative Zellpopulation gewonnen wer-
den. Ein gewisser Verlust von Zellen bzw. die Schädigung eines Anteils der gewonnenen 
Zellen, kann im Zuge der mechanischen sowie enzymatischen Prozessierung nicht verhin-
dert, jedoch durch rasches und sorgfältiges Arbeiten eingeschränkt werden (FRESHNEY 
2010). 
Hinsichtlich der Empfindlichkeit einzelner zellulärer Komponenten stellen die in Tab. 2.4 auf-
geführten Enzyme mehr oder weniger aggressive Faktoren bei der Dissoziation komplexer 
Gewebe dar. 
Tab. 2.4: Verwendung verschiedener Enzyme allein oder in Kombination für eine 
Isolierung durch enzymatische Dissoziation 
Enzym Autor(en) 
Trypsin 
BITTON-CASIMIRI et al. (1977), LISZCZAK et al. (1977), VARMA et al. 
(1982), CENTOLA et al. (1984), FORTIER et al. (1988), THIBODEAUX 
et al. (1991) 
Kollagenase 
KIRK et al. (1978), CHAMINADAS et al. (1986), FORTIER et al. 
(1988), BRADY et al. (1992, 1993), WATSON et al. (1992a), 
BÖTTCHER (2011), THEUß (2011) 
Hyaluronidase LISZCZAK et al. (1977), VARMA et al. (1982) 
DNAse FORTIER et al. (1988), BRADY et al. (1992, 1993) 
Dispase/Pankreatin DAVIS u. BLAIR (1993), BENTIN-LEY et al. (1994) 
Ausgehend von der spezifischen Funktion der Enzyme sollte ihre Anwendung zur Minimie-
rung von Zellschäden gezielt und gewebespezifisch angepasst werden. Einige Gewebe, im 
Besonderen Epithelien, sind relativ Trypsin-empfindlich, sodass für deren Dissoziation eine 
möglichst kurze Wirkungsphase dieses Enzyms ausgewählt werden sollte. Darüber hinaus 
ist Trypsin wenig geeignet für den Aufschluss von kollagenfaserreichen Geweben sowie un-
zweckmäßig für den Erhalt präexistenter epithelialer Zellverbände (z. B. Drüsenformationen), 
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da es eine Vereinzelung der Zellen bewirkt (FRESHNEY 2010). FINDLEY et al. (1990) be-
schreiben zudem, dass das Fehlen von Kalzium und Magnesium in der Verdauungslösung 
einen einschränkenden Faktor für den Erhalt der Integrität von tight junctions zwischen 
epithelialen Zellen während der enzymatischen Dissoziation darstellt. 
Der Einsatz von Kollagenase, welcher als „schonend“ angesehen wird, ist besonders effektiv 
für die Aufschließung von kollagenreichem oder gegenüber einer Trypsinbehandlung emp-
findlichem Gewebe (FRESHNEY 1972). Zudem können am Beispiel des uterinen Gewebes 
endometriale Drüsen als erhaltene Drüsenschläuche/-cluster gewonnen werden (KIRK u. 
IRWIN 1980, CHAMINADAS et al. 1986, THEUß et al. 2010, THEUß 2011). 
 
2.3.4 Separation 
Unter Berücksichtigung zellspezifischer Charakteristika können die verschiedenen Zellarten 
nach der Isolierung aus dem Gewebeverband weiter separiert und als jeweils „reine“ Zellsu-
spensionen eingesetzt werden. Das in der Literatur beschriebene „Überwuchern“ einer weni-
ger teilungsaktiven durch eine schneller proliferierende Zellfraktion kann so v. a. durch eine 
räumlich getrennte Kultivierung der Zellarten unterbunden werden (FRESHNEY 2010). Im 
Rahmen von Zellkulturstudien wird dieses Phänomen, ausgehend von den teilungsaktiveren 
stromalen Zellen, z. T. bereits beim Vorliegen einer geringfügigen Kreuzkontamination beo-
bachtet (MATTHEWS et al. 1992, BUSCHATZ 2007, FRESHNEY 2010). 
Nach Abschluss der Isolierungsverfahren liegen die Stromazellen (SZ) als Einzelzellen 
(WATSON et al. 1992a, BUSCHATZ 2007) und die epithelialen Zellen (EZ), je nach einge-
setztem Enzym während der Dissoziation, einzeln oder in Drüsenformationen aggregiert vor 
(MATTHEWS et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 1997, BUSCHATZ 2007). 
Aufbauend auf Größen- und Gewichtsunterschieden beider Zellpopulationen kann mittels 
Filtration (SATYASWAROOP et al. 1979, CLASSEN-LINKE et al. 1997, BUSCHATZ 2007, 
BÖTTCHER 2011, THEUß 2011) oder Sedimentation (KIRK et al. 1978, CASSLÉN u. 
HARPER 1991, WATSON et al. 1992a, BUSCHATZ 2007) eine Zellseparierung ermöglicht 
werden. Eine Auftrennung verschiedener Zellarten nach ihrer spezifischen Dichte kann mit 
Hilfe einer diskontinuierlichen Dichtegradientenzentrifugation (sog. isopyknische Sedimenta-
tion) durchgeführt werden (LIU u. TSENG 1979, FERNANDEZ-SHAW et al. 1992, 
STEVENSON 2003, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). Dabei sedimentie-
ren die jeweiligen Zellen und sammeln sich an den Grenzflächen zweier Lösungen unglei-
cher Dichte an (FRESHNEY 2010). 
Unterschiedliche Eigenschaften von Zellarten im zeitlichen Anheftungsverhalten bzw. der 
Affinität zum Kultursubstrat, die sog. selektive Anheftung/Differenzialadhärenz, können eben-
falls zu Separationszwecken ausgenutzt werden (FRESHNEY 2010). Endometriale Stroma-
zellen adhärieren bereits binnen 15 bis 60 min nach ihrer Aussaat an Plastikkulturober-
flächen, während die epithelialen Zellen länger im Mediumüberstand verbleiben (VIGANÒ et 
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al. 1993, ARNOLD et al. 2001, MYLONAS et al. 2003b, YAMAUCHI et al. 2003, BUSCHATZ 
2007, CHEN et al. 2013). 
Die Reinheitsgrade, welche durch die einzelnen oder in Kombination angewandten Separati-
onsverfahren erzielt werden können, erreichen bei den Epithelzellen Werte von 51 bis 99 %  
sowie 90 bis 99 % bei stromalen Zellen (LIU u. TSENG 1979, FERNANDEZ-SHAW et al. 
1992, MATTHEWS et al. 1992, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). 
Nach Einsaat in die Wachstumsgefäße kann durch spezifische Auswahl des Kultursubstrates 
zudem eine Wachstumsselektion einzelner Zellarten bewirkt werden. Dabei beschreiben 
ARNOLD et al. (2001) einen Wachstumsvorteil humaner endometrialer Epithelzellen durch 
Kultur auf Matrigel™ (Basalmembranextrakt aus dem Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom der 
Maus (ANON. 2008); s. Kap. 2.3.6.1, S. 18), welchen BUSCHATZ (2007) für equine endo-
metriale Epithelzellen bestätigen kann. Hingegen kann die Autorin die vereinzelt nachgewie-
sene „Verunreinigung“ humaner endometrialer Kulturen durch wenige Faktor-VIII-related-
antigen-exprimierende Zellen (OSTEEN et al. 1989, MATTHEWS et al. 1992) in entspre-
chenden Kulturen des Pferdes nicht beobachten (BUSCHATZ 2007). 
Weitere Separationsmethoden, welche jedoch bei der Aufreinigung equiner endometrialer 
Zellen bisher keinen Einsatz fanden, werden im Folgenden kurz zusammengefasst. 
So beschreiben SINGER und Mitarbeiter (1989) die Möglichkeit, Fibroblasten durch eine 
Komplementreaktion zu markieren und aufzuschließen. 
Im Rahmen der sog. fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (engl. fluorescence activated cell 
sorting, FACS) werden einzelne Zellarten mit unterschiedlichen Fluoreszenzmarkern ge-
kennzeichnet, wodurch sie beim Passieren eines Laserstrahls ein Lichtsignal erzeugen. 
Beim folgenden Durchlaufen eines elektrischen Feldes können die verschiedenen Zellen nun 
in die Zielgefäße abgelenkt werden (BONNER et al. 1972). 
Eine weitere Methode stellt die magnetische Zellseparation (engl. magnetic cell separation, 
MACS®) dar. Hierbei wird die gewünschte Zellpopulation zunächst mit spezifischen Markern 
und superparamagnetischen Partikeln versehen. Beim anschließenden Durchwandern eines 
Magnetfeldes werden die markierten Zellen so massiv abgebremst, dass sie zurückbleiben 
und nach Entmagnetisierung separat gewonnen werden können (MILTENYI et al. 1990, PEH 
et al. 2012). Letzteres Verfahren konnte bisher jedoch nur wenig erfolgreich für Zellkulturan-
sätze des Pferdes eingesetzt werden, da die verwendeten kommerziell erhältlichen Antikör-
per (Anti-human-Fibroblasten-Antikörper) nur eine geringe Kreuzreaktivität gegenüber 
equinen Fibroblasten zeigen (SHIBESHI et al. 2008). 
 
2.3.5 Vitalität 
Im Verlauf der Isolations- und Separationsschritte sowie der sich anschließenden Kultivie-
rung in einem artifiziellen Milieu wird ein nicht unerheblicher Selektionsdruck ausgeübt, wel-
cher zu einem Absterben zahlreicher Zellen führt (FRESHNEY 2010). Da vitale und tote 
Zellen rein morphologisch mittels Lichtmikroskopie nicht voneinander zu unterscheiden sind, 
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werden zur genauen Ermittlung der Anzahl lebensfähiger Zellen verschiedene Vitalitätstests 
eingesetzt. Dadurch wird anschließend die Aussaat definierter Zellzahlen in die Kulturgefäße 
ermöglicht und eine Objektivierbarkeit der endgültigen Kultivierungsergebnisse gewährleistet 
(FRESHNEY 2010). Zur Bestimmung der Lebensfähigkeit von Zellen werden neben Farb-
stoffaufnahme-, Chromfreisetzung- und Stoffwechseltests, am häufigsten Farbstoffaus-
schlusstests eingesetzt. Letztere beruhen auf der Impermeabilität intakter Membranen 
lebender Zellen gegenüber unterschiedlichen Farbstoffen, wobei v. a. Trypanblau Verwen-
dung findet (SCHMITZ 2007, FRESHNEY 2010). 
Die Auszählung der entsprechenden Zellen kann zum einen manuell, mittels Hämozytometer 
(z.B. Neubauer-Zählkammer), und zum anderen mit Hilfe eines elektronischen Zellzählgerä-
tes durchgeführt werden (LINDL 2000, SCHMITZ 2007). Im Falle einer Einzelzellsuspension 
von SZ ist eine solche Zellzählung unproblematisch. Sie kann jedoch beim Vorliegen aggre-
gierter endometrialer Epithelzellen in Drüsenformation durch deren räumliche Überlagerung 
erschwert sein (BUSCHATZ 2007). Um eine möglichst hohe Überlebensrate dieser Zellart zu 
sichern, sollten v. a. Epithelzellverbände kultiviert werden (MATTHEWS et al. 1992, 
CLASSEN-LINKE et al. 1997, BUSCHATZ 2007). Dabei werden Vitalitätsraten der Epithel-
zellen von über 90 bis 95 % beschrieben (FORTIER et al. 1988, PIERRO et al. 2001, 
TAKAHASHI et al. 2001), welche einen Wert von ca. 60 % annehmen, sobald eine nahezu 
vollständige Zerkleinerung der Drüsencluster erfolgt (BUSCHATZ 2007). 
Grundsätzlich besteht eine direkte Abhängigkeit zwischen dem Anteil vitaler Zellen und der 
Zeitdauer von der Probenentnahme (Bioptatentnahme bzw. Tod des Tieres) bis zum Beginn 
der Gewebeaufarbeitung (BUSCHATZ 2007). Demnach ist eine zeitnahe Isolierung der Zel-
len aus dem Ausgangsmaterial von grundlegender Bedeutung. Nach einer zeitlichen Verzö-
gerung von bis zu 15 Stunden sinkt der Anteil lebensfähiger SZ bis auf minimal 50 % ab 
(BUSCHATZ 2007), während bei sofortiger Aufbereitung des Gewebes 72 bis 95 % vitale SZ 
gewonnen werden können (BHARGAVA PERIWAL et al. 1995, BLÄUER et al. 2005, 
BUSCHATZ 2007). Bezüglich der entsprechenden Vitalitätsraten der EZ führt BUSCHATZ 
(2007) Werte von maximal 93 % (bei zeitnaher Aufbereitung des Gewebes) bzw. minimal   
50 % (bei einer zeitlich verzögerten Weiterverarbeitung nach 15 Stunden) an. 
Während BUSCHATZ (2007) keinen Erfolg bei der Isolierung und Kultivierung lebensfähiger 
Zellen aus vollständigen Uteri euthanasierter Stuten hat, gelingt dies BÖTTCHER et al. 
(2010), THEUß et al. (2010) sowie BÖTTCHER (2011) und THEUß (2011). 
 
2.3.6 Kultivierung 
Die Etablierung und Erhaltung eines in-vivo-ähnlichen Zustandes ist ein stetes Ziel vieler 
Zellkulturstudien, welche darauf aufbauen, dass in einem möglichst großen Umfang der Dif-
ferenzierungsgrad der zu untersuchenden Zellarten konserviert wird. FRESHNEY (2010) 
beschreibt das Kulturmilieu als einen Hauptfaktor der Einflussnahme, wobei dieses vornehm-
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lich durch das Kultursubstrat, das Medium, die Gasphase und die Inkubationstemperatur 
bestimmt wird. Im Folgenden wird kurz auf diese Kulturbedingungen eingegangen. 
 
2.3.6.1 Wachstumsoberfläche 
Für die Kultivierung von endometrialen Zellen unterschiedlicher Spezies können verschiede-
ne Wachstumsoberflächen (Substrate) Anwendung finden. In den Anfängen der Zellkultur 
wurde aufgrund seiner optischen Eigenschaften und für die Zellanheftung geeigneten Ober-
flächenladung v. a. Glas eingesetzt (LINDL 2000, FRESHNEY 2010). Heutzutage werden 
bevorzugt Einmalartikel aus Plastik (z.B. Polystyrol, Polycarbonat etc.), wie z. B. Kulturfla-
schen, Petrischalen oder Multiwellplatten (engl. multi-well plate), genutzt (WATSON et al. 
1992a, LINDL 2000, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). Die gute optische 
Qualität, die biologische Inertheit sowie die plane Oberfläche, welche ein gleichmäßiges Be-
wachsen gewährleistet, stellen vorteilhafte Eigenschaften dieses Materials dar (LINDL 2000, 
FRESHNEY 2010). Die beschriebenen Wachstumsoberflächen können zudem, zur Förde-
rung der Zelldifferenzierung, beschichtet bzw. konditioniert werden. Hierfür werden neben 
Bestandteilen der Extrazellularmatrix (EZM), wie Kollagenen, Fibronektin und Laminin, auch 
Gelatine und kommerziell erhältliche Substrate (z.B. Matrigel™) verwendet (TOMOOKA et 
al. 1986, NEGAMI u. TOMINAGA 1990, HOPFER et al. 1994, ZHANG et al. 1995, XIAO u. 
GOFF 1998, LINDL 2000, FRESHNEY 2010). Das Produkt Matrigel™ stellt ein Basalmemb-
ranextrakt dar, welches aus dem sog. Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkom der Maus isoliert 
wird (ANON. 2008) und verschiedene Bestandteile der EZM sowie Wachstumsfaktoren ent-
hält (KLEINMAN et al. 1982, 1986, MCGUIRE u. SEEDS 1989, VUKICEVIC et al. 1992). 
Neben den oben angeführten kompakten Plastikmaterialien kommen vermehrt beschichtete 
oder unbeschichtete (semi-)permeable Membraneinsätze in Kombination mit Multiwellplatten 
zum Einsatz, wodurch ein zweiseitiger Kontakt der Zellen mit dem Kulturmedium ermöglicht 
wird (LINDL 2000). Dieser Umstand beeinflusst dabei entscheidend die Zelldifferenzierung in 
vitro und begünstigt die Ausbildung und Aufrechterhaltung einer morphologischen sowie 
funktionellen Polarität (SIMONS u. FULLER 1985, GLASSER et al. 1988). Darüber hinaus 
werden diese Membraneinsätze im Rahmen von Kokulturmodellen eingesetzt, um eine 
Trennung verschiedener Zellpopulationen in unterschiedlichen Kompartimenten zu ermögli-
chen (WEGNER u. CARSON 1992, ARNOLD et al. 2001, PIERRO et al. 2001, BLÄUER et 
al. 2005, CHEN et al. 2013). 
 
2.3.6.2 Medien und Hormonzusatz 
Definierte Medien, die in Zellkulturstudien eingesetzt werden, variieren in ihrer Zusammen-
setzung. In einer Grundlage aus Wasser sind v. a. Aminosäuren, Vitamine, Mineralsalze, 
Glukose und organische Supplemente sowie organische (2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl]-ethansulfonsäure, HEPES) oder anorganische Puffersysteme (Natriumhydro-
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genkarbonat, NaHCO3) enthalten (FRESHNEY 2010). Die verschiedenen kommerziell erhält-
lichen, standardisierten Medien werden dabei z. T. allein oder kombiniert verwendet und 
wenn nötig mit zusätzlichen Additiven (z. B. Antibiotika und Antimykotika) und Serum er-
gänzt. Gebräuchliche Basismedien für die Kultivierung endometrialer Zellen stellen neben 
RPMI 1640 (FORTIER et al. 1988, ZHANG u. DAVIS 2000, BUSCHATZ 2007) auch Mi-
schungen aus DMEM und Ham’s F-12 (CASSLÉN u. HARPER 1991, TAKAHASHI et al. 
2001, YAMAUCHI et al. 2003, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011) dar. 
Entsprechend seiner Eigenschaft als „unspezifischer Wachstumsfaktor“, wird den Medien 
häufig Serum zugesetzt (LINDL 2000, FRESHNEY 2010). Dieses liefert neben Hormonen, 
Bindungsproteinen, Anheftungsfaktoren, Aminosäuren und anorganischen Salzen auch Spu-
renelemente sowie Puffer- und Neutralisierungssysteme. Zusätzlich zu den aufgezählten 
Inhaltsstoffen, die z. T. chargenabhängigen Schwankungen unterliegen, können auch uner-
wünschte Bestandteile wie Toxine und Mikroorganismen (z. B. Viren, Bakterien und Pilze) 
enthalten sein (LINDL 2000, SCHMITZ 2007, FRESHNEY 2010). Zur Vermeidung dieser 
störenden und unvorhersehbaren Faktoren werden zunehmend serumfreie Medien zur Kulti-
vierung endometrialer Zellen eingesetzt (CASSLÉN u. HARPER 1991, MAHFOUDI et al. 
1991, 1992, FUKAMACHI 1992, TAKAHASHI et al. 2001). 
Um bestimmte Effekte wie beispielsweise eine Wachstums- oder Adhäsionsförderung, eine 
Differenzierungsinduktion oder eine Wachstumssuppression unerwünschter Zellen zu erwir-
ken, kann das Medium zudem mit verschiedenen Wachstumsfaktoren (z. B. Insulin, Transfer-
rin, Selen oder epithelial growth factor [EGF]) versetzt werden (FRESHNEY 2010). 
Zur Erforschung von Differenzierungs-, Wachstums- und Sekretionsprozessen der endomet-
rialen Zellen wird das eingesetzte Medium im Rahmen von Zellkulturstudien unterschiedli-
cher Spezies (s. Tab. 2.5, S. 20) zudem mit Hormonen in verschiedenen Konzentrationen 
und Kombinationen supplementiert. Zum Einsatz kommen dabei hauptsächlich kommerziell 
erhältliche Östrogen- und/oder Gestagenpräparate. Die gewünschten Hormonkonzentratio-
nen werden dabei mittels Verdünnungsreihen eingestellt und dem Medium hinzugefügt. 
Im Allgemeinen wird der pH-Wert des Mediums auf 7,4 eingestellt (FRESHNEY 2010). 
Abhängig von der Pufferkapazität des verwendeten Mediums, der kultivierten Zellpopulation 
und deren Wachstumsgeschwindigkeit sowie der Zelldichte sollte das Medium wiederholt 
erneuert werden. Ein solcher Mediumwechsel erfolgt in Zellkulturmodellen equiner endomet-
rialer Epithel- und Stromazellen in einem Abstand von ein bis sieben Tagen (WATSON et al. 
1992a, BRADY et al. 1993, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011, SZÓSTEK 







Tab. 2.5: Einsatz von Östrogenen und/oder Gestagenen in Zellkulturstudien endometrialer 
    Zellen unterschiedlicher Spezies 
Spezies Autor(en) 
Mensch TSENG (1984), SCHATZ et al. (1987), CASSLÉN u. HARPER (1991), 
IRWIN et al. (1991), PIERRO et al. (2001), BLÄUER et al. (2005) 
Maus INABA et al. (1988), UCHIMA et al. (1991), KURITA et al. (1998) 
Ratte CASIMIRI et al. (1980), MCCORMACK u. GLASSER (1980), PIVA et 
al. (1996) 
Kaninchen GERSCHENSON et al. (1977), ORLICKY et al. (1987), WANG et al. (2010) 
Meerschweinchen CHAMINADAS et al. (1986), ORDENER et al. (1993) 
Hund GALABOVA-KOVACS et al. (2004) 
Schwein GROOTHUIS et al. (2002) 
Rind XIAO u. GOFF (1998) 
Pferd SZÓSTEK et al. (2014a, 2014b, 2014c) 
 
2.3.6.3 Kulturbedingungen 
Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid (CO2) stellen die wichtigsten Bestandteile der Gasphase 
innerhalb eines Gewebekultursystems dar. Während der atmosphärische Sauerstoff vor-
nehmlich für den Energiestoffwechsel der Zellen benötigt und umgesetzt wird, kommt dem 
CO2 eine bedeutende Rolle in der Pufferung des Kulturmediums zu (FRESHNEY 2010). 
Säugetierkulturen werden dabei zumeist bei einem eingestellten CO2-Partialdruck von 5 % 
inkubiert (BITTON-CASIMIRI et al. 1977, XIAO u. GOFF 1998, FRESHNEY 2010). Zusätz-
lich sollte im Brutschrank eine relative Luftfeuchtigkeit zwischen 80 % und 100 % vor-
herrschen, v. a. bei Kulturen mit geringem Mediumvolumen, um eine Verdunstung des Kul-
turmediums zu verhindern (LINDL 2000). 
Zellen verschiedener Säugetierspezies werden für die In-vitro-Kultivierung, abgesehen von 
wenigen Ausnahmen (LISZCZAK et al. 1977, WATSON et al. 1992a, TAKAHASHI et al. 
2001), bei einer Temperatur von ca. 37 °C inkubiert (BITTON-CASIMIRI et al. 1977, 
CHERNY u. FINDLAY 1990, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). 
 
2.3.7 Endometriale Epithel- und Stromazellen in Monokultur 
Nach erfolgreicher Isolation und Separation aus endometrialen Gewebeproben können EZ 
und SZ als separate Monokulturen angezüchtet werden. Diese Ansätze dienen vornehmlich 
morphologisch-funktionellen Studien an den einzelnen Zellpopulationen, losgelöst von den 
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Abhängigkeiten und Wechselwirkungen im Gewebeverband in vivo (KIRK et al. 1978, 
CASIMIRI et al. 1980, FORTIER et al. 1988, CHERNY u. FINDLAY 1990, XIAO u. GOFF 
1998, GALABOVA-KOVACS et al. 2004, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). Im Folgenden 
erfolgt eine detaillierte Beschreibung endometrialer EZ und SZ im Hinblick auf deren Charak-
terisierung sowie Differenzierung im Rahmen von Monokulturen der einzelnen Zellarten. 
 
2.3.7.1 Charakterisierung kultivierter Endometriumzellen 
Eine genaue Charakterisierung von in Kultur gehaltenen Zellen ist essentiell und im Hinblick 
auf die Vergleichbarkeit und Interpretation der Ergebnisse durchgeführter Untersuchungen 
mit den In-situ-Bedingungen unabdingbar. Neben der Erfassung morphologischer Kriterien 
kann auch der Nachweis spezifischer zellulärer Antigene zur eindeutigen Identifizierung von 
Zellen erfolgen (FRESHNEY 2010). 
Eine zytomorphologische Charakterisierung ist bereits während der Kultivierung mittels Pha-
senkontrastmikroskopie möglich. Hierbei stellen sich die auf Plastikoberflächen ausgesä-
ten und proliferierenden EZ als polygonale, aus Kolonien mehrerer Zellen auswachsende 
sowie dicht zusammenliegende Zellen dar (SATYASWAROOP et al. 1979, MULHOLLAND et 
al. 1988, ZHANG et al. 1991, WATSON et al. 1992a, BUSCHATZ 2007, THEUß et al. 2010, 
THEUß 2011). SZ hingegen besitzen sowohl beim Pferd als auch bei anderen Spezies eine 
stern- bis spindelförmige, häufig als „fibroblasten-ähnlich“ beschriebene Form (KIRK u. 
IRWIN 1980, HOLINKA u. GURPIDE 1987, ZHANG et al. 1991, WATSON et al. 1992a, 
THEUß et al. 2010, THEUß 2011). Neben der Ausbildung einfacher Monolayer können letzt-
genannte Zellen mitunter ein Übereinanderwachsen aufweisen (RICKETTS et al. 1983, 
MATTHEWS et al. 1992, BUSCHATZ 2007, THEUß 2011). 
Mit Hilfe der konventionellen Lichtmikroskopie ist eine Beurteilung kultivierter Zellen auf 
fixierten und quer angeschnittenen Membraneinsätzen möglich. Equine endometriale 
Epithelzellen zeigen nach BÖTTCHER (2011) im Rahmen einer solchen Untersuchung eine 
sehr variable Gestalt. Diese kann von spindelförmig über rundoval bis polygonal oder iso- bis 
hochprismatisch reichen. Dabei können die EZ ein- bis mehrschichtig und teils kuppenförmig 
angeordnet in Erscheinung treten (BRADY et al. 1993, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER et al. 
2010). Endometriale Stromazellen des Pferdes stellen sich BÖTTCHER (2011) zufolge im 
Querschnitt rundoval bis polygonal oder spindelförmig dar. 
Im Zuge einer ultrastrukturellen Charakterisierung mittels Elektronenmikroskopie können, 
unabhängig von der Kulturoberfläche, deutliche Anzeichen einer Polarisierung von  equinen 
endometrialen Epithelzellen beobachtet werden. Diese weisen neben einem apikalen Mikro-
villisaum, intrazytoplasmatische, ebenfalls apikal gelegene Sekretvakuolen sowie laterale 
Zellverbindungen in Form von Zonulae occludentes und adhaerentes, Interdigitationen, 
Desmosomen und tight junctions auf (BRADY et al. 1993, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 
2011). Ferner finden sich innerhalb der EZ verschiedene Zellorganellen, wie Mitochondrien, 
Golgi-Apparat sowie raues endoplasmatisches Retikulum und Ribosomen (BUSCHATZ 
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2007, BÖTTCHER 2011). Endometriale Epithelzellen anderer Spezies zeigen eine ver-
gleichbare Ultrastruktur (MCCORMACK u. GLASSER 1980, GLASSER et al. 1988, NEGAMI 
u. TOMINAGA 1989, CHERNY u. FINDLAY 1990, CLASSEN-LINKE et al. 1997). Equine 
endometriale Stromazellen weisen nach BUSCHATZ (2007) und BÖTTCHER (2011) eine 
ähnliche Ausstattung mit Zellorganellen wie die zuvor beschriebenen EZ auf. Jedoch können 
in den SZ keine Oberflächenmodifikationen und Sekretvesikel nachgewiesen werden. Zwi-
schen benachbarten Zellen können nicht selten Überlappungen beobachtet werden, welche 
sich durch die häufig ausgebildeten langen Zellausläufer der SZ ergeben. Entsprechende 
Befunde können auch bei endometrialen Stromazellen anderer Spezies erhoben werden 
(KIRK et al. 1978, DORMAN et al. 1982, RICKETTS et al. 1983, ZHANG et al. 1991). 
Da sich eine eindeutige Unterscheidung stromaler und epithelialer Zellen in vitro bisweilen 
schwierig gestaltet, kommt der immunzytologischen Untersuchung große Bedeutung zu. 
Hierbei können zellspezifische Antigene, wie z. B. Intermediärfilamente, nachgewiesen wer-
den und zur definitiven Unterscheidung von SZ und EZ dienen. Zytokeratine, welche aus-
schließlich von Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert werden (MOLL et al. 1982), dienen 
in Zellkulturstudien speziesunabhängig zur Kontrolle der Kulturreinheit nach erfolgter Zellse-
paration (OSTEEN et al. 1989, MATTHEWS et al. 1992, CLASSEN-LINKE et al. 1997, 
TAKAHASHI et al. 2001, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011). In Arbeiten von GLASSER 
et al. (1988), MERVIEL et al. (1995) und MYLONAS et al. (2003a, 2003b) wird darüber hin-
aus die Ausprägung verschiedener Zytokeratin-Subtypen untersucht, welche BÖTTCHER et 
al. (2010) erstmals auch bei Zellkulturstudien am Endometrium der Stute thematisieren. 
BÖTTCHER (2011) zufolge wird Zytokeratin 19 von allen equinen endometrialen Epi-
thelzellen in Kultur mit mäßiger bis starker Reaktionsintensität exprimiert, wohingegen die 
Zytokeratine 8 und 18 nur in einem Teil der Zellen nachweisbar sind. Aufgrund seiner spe-
ziesübergreifenden Expression sowohl in EZ als auch in SZ in vitro kommt dem Intermediär-
filament Vimentin für die Unterscheidung beider Zellarten wenig Bedeutung zu (MUNSON et 
al. 1988, MATTHEWS et al. 1992, NISOLLE et al. 1995, GALABOVA-KOVACS et al. 2004, 
BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011). Desmin und α-Glattmuskelaktin (α-GMA) können in 
kultivierten SZ von equinem und humanem endometrialen Gewebe exprimiert werden 
(MERVIEL et al. 1995, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011). Während Desmin der Arbeit 
von BÖTTCHER (2011) zufolge in EZ nie nachweisbar ist, kann das Vorhandensein von α-
GMA, als Anzeichen einer myoepithelialen Differenzierung, in einem Teil dieser Zellpopulati-
on beobachtet werden. 
Zur Erforschung der sekretorischen Leistung endometrialer Zellen wurde in In-vitro-
Studien vor allem die Synthese von PGF2α beim Menschen (KELLY et al. 1986, SCHATZ et 
al. 1987) und bei verschieden Tierarten (ZHANG et al. 1991, SHELDRICK et al. 1993, 
SKARZYNSKI et al. 2000, SZÓSTEK et al. 2012) thematisiert. Das sekretorische Protein UG 
wurde bislang ausschließlich in kultivierten endometrialen Zellen des Kaninchens mittels 
Radioimmunassay (RIA) (RAJKUMAR et al. 1983a, 1983b) oder indirekter Immunfluores-
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zenz (RICKETTS et al. 1983) nachgewiesen. Dabei konnte der epitheliale Ursprung des Pro-
teins bestätigt werden, wobei RICKETTS et al. (1983) zum Zeitpunkt der maximalen UG-
Produktion in den EZ z. T. ebenfalls eine niedrige Sekretion des Proteins durch die Stroma-
zellpopulation beobachten. Studien zur Untersuchung der CAL-Expression in endometrialen 
Zellen in vitro sind bisher nicht beschrieben. 
 
2.3.7.2 Differenzierung und Entdifferenzierung 
Als Differenzierung wird jener Prozess bezeichnet, der in vivo zur Ausprägung phänotypi-
scher Eigenschaften funktionell voll entwickelter Zellen führt. In Kultur gehaltene Zellen wei-
sen demgegenüber häufig Merkmale auf, welche von denen des Ursprungsgewebes 
abweichen. Dies liegt darin begründet, dass das Kulturmilieu den Gegebenheiten in vivo nie 
vollständig entspricht. So üben in vivo eine Vielzahl von Faktoren einen Einfluss auf Geo-
metrie, Wachstum und Funktion des Gewebes aus. Der Verlust von phänotypischen Merk-
malen, die mit der reifen Zelle assoziiert sind, wird als sog. Entdifferenzierung bezeichnet 
(FRESHNEY 2010). Nach FINDLAY et al. (1990) weisen kultivierte endometriale Epithelzel-
len in Abwesenheit von Stromazellen oder einer Extrazellularmatrix einen gewissen Grad der 
Entdifferenzierung auf. 
Generell reduziert sich mit fortschreitender Differenzierung die proliferative Aktivität von Zel-
len, weshalb sich beide Eigenschaften (Expression von Differenzierungsmerkmalen und 
Proliferation) in der Mehrzahl von Zellkultursystemen gegenseitig ausschließen (FRESHNEY 
2010). Da angenommen wird, dass die Entdifferenzierung einen adaptiven Prozess darstellt, 
welcher beim Vorhandensein geeigneter Induktoren reversibel ist, kann durch Bereitstellung 
eines angepassten Kulturmilieus ein möglichst hoher Grad der Zelldifferenzierung bewirkt 
werden (FRESHNEY 2010). Dabei können nach FRESHNEY (2010) vier Hauptparameter 
zusammengefasst werden, welche einen Einfluss auf die In-vitro-Differenzierung besitzen: 
• lösliche Faktoren (Nährstoffe, Hormone, Kalzium, Sauerstoff und Kohlenstoffdioxid) 
• Polarität und Gestalt (Nährstoffzutritt, Signalübertragung) 
• Zell-Zell-Wechselwirkungen (Zelldichte, Kokultivierung, histotypische Kultur) 
• Zell-Matrix-Wechselwirkungen (Ladung, Konfiguration, Bindungsregulatoren) 
Als bedeutendes Kennzeichen der Differenzierung von Zellen epithelialen Ursprungs kann 
der Nachweis einer Polarisierung angesehen werden. Diese ist charakterisiert durch die int-
razelluläre Unterteilung in ein apikales und ein basolaterales Kompartiment (FRESHNEY 
2010). Ferner können als Differenzierungsmarker ultrastrukturelle Merkmale (NEGAMI u. 
TOMINAGA 1989, CLASSEN-LINKE et al. 1997, BÖTTCHER 2011), zelluläre Strukturele-
mente (z. B. Zytokeratine der epithelialen Drüsenzellen) (MOLL et al. 1983), sowie Sekreti-
onsprodukte herangezogen werden. Zu letzteren zählen speziell im Endometrium einerseits 
Hormone, wie beispielsweise Inhibin (2003b, MYLONAS et al. 2003a, THEUß 2011) oder 
PGF2α (KELLY et al. 1986, WATSON et al. 1992a, SZÓSTEK et al. 2012). Zum anderen 
kann die zelluläre Synthese sekretorischer uteriner Proteine, wie Uteroferrin (ZHANG et al. 
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1991) und Uteroglobin (RICKETTS et al. 1983) eine bestehende epitheliale Differenzierung 
anzeigen. 
Als wesentlicher Indikator einer funktionellen Differenzierung kann zudem die Expression 
von Progesteron- und Östrogenrezeptoren in endometrialen Epithel- und Stromazellen be-
trachtet werden. Sowohl in In-vitro-Studien an humanem uterinem Gewebe (ZHANG et al. 
1995, CLASSEN-LINKE et al. 1997) als auch an equinen endometrialen Zellkulturen (THEUß 
2011) gelingt mittels immunzytologischer Methoden der Nachweis dieser Steroidhormonre-
zeptoren. 
 
2.3.8 Ansätze zur Kokultivierung 
Im Uterus bestehen, neben einer hormonabhängigen morphologisch-funktionellen Differen-
zierung epithelialer und stromaler Zellen, essentielle Wechselwirkungen zwischen diesen 
untereinander sowie mit der vorliegenden Extrazellularmatrix. Es wird angenommen, dass v. 
a. dem Stroma eine wichtige Funktion als Regulator des Wachstums sowie der Differenzie-
rung von Epithelzellen zukommt. Diese regulatorische Einflussnahme wird dabei unter ande-
rem über parakrine Wirkmechanismen vermittelt (CUNHA et al. 1983, BIGSBY u. CUNHA 
1986, DONJACOUR u. CUNHA 1991). Da die erwähnten zellulären Interaktionen in Mono-
kulturen der einzelnen Zellarten fehlen, werden zunehmend Kokulturmodelle endometrialer 
Epithel- und Stromazellen verschiedener Spezies beschrieben. Diese bauen dabei stets auf 
den Aufbereitungsprotokollen und Kultivierungsschemata der erfolgreich etablierten sowie 
eingehend charakterisierten reinen Monokulturen beider Zellarten auf (WEGNER u. 
CARSON 1992, BENTIN-LEY et al. 1994, ARNOLD et al. 2001, BLÄUER et al. 2005, CHEN 
et al. 2013). Kokulturmodelle des uterinen Gewebes werden vornehmlich für die Grundlagen-
forschung verwendet (WEGNER u. CARSON 1992, ARNOLD et al. 2001, PIERRO et al. 
2001, YANG et al. 2002, BLÄUER et al. 2005, EVRON et al. 2011, CHEN et al. 2013). Die 
Erstellung organotypischer Zellkulturen (sog. „tissue engineering“) wird darüber hinaus z. T. 
für den Einsatz in der regenerativen Medizin angestrebt (STEVENSON 2003, LÜ et al. 2009, 
WANG et al. 2010). 
Im Folgenden werden verschiedene Kokulturmodelle dargestellt, welche im Rahmen von 
Studien an endometrialem Gewebe unterschiedlicher Spezies Verwendung finden. 
 
2.3.8.1 Kokultivierung mit räumlicher Trennung beider Zellarten ohne direkten 
   Zell-Zell-Kontakt 
Zur Untersuchung parakrin wirkender Substanzen, welche im Gewebeverband des Endomet-
riums von den Stromazellen gebildet werden und einen direkten Einfluss auf die Regulation 
der epithelialen Funktion und Morphogenese haben, kann ein Kokulturmodell mit räumlicher 
Trennung beider Zellpopulationen eingesetzt werden (WEGNER u. CARSON 1992, 
ARNOLD et al. 2001, PIERRO et al. 2001, BLÄUER et al. 2005, CHEN et al. 2013). EZ und 
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SZ stehen hierbei ausschließlich über das Nährmedium in indirektem Kontakt zueinander. 
Die Epithelzellen werden in einem solchen Ansatz auf der Membran eines Kultureinsatzes 
angezüchtet, wobei sie in eine kräftige Phase aus EZM eingelassen sind (s. Abb. 2.3 a) oder 
einer dünnen Schicht derselben aufsitzen (s. Abb. 2.3 b). Die SZ wachsen demgegenüber 
am Boden einer Multiwell-Schale (sog. „well“). 
 
Abb. 2.3: Varianten der Kokultivierung mit räumlicher Trennung von EZ und SZ 
a) nach WEGNER u. CARSON (1992), ARNOLD et al. (2001) und PIERRO et al. (2001) 
b) nach BLÄUER et al. (2005) und CHEN et al. (2013) 
 
2.3.8.2 Organotypische Kokulturen 
Die organotypische Kokultur (sog. „tissue engineering“) umfasst „einfache“ (BENTIN-LEY et 
al. 1994, 1995, ARSLAN et al. 1995, ARNOLD et al. 2001, YANG et al. 2002, PARK et al. 
2003, STEVENSON 2003, MENG et al. 2009, WANG et al. 2010) und „komplexe“ (LÜ et al. 
2009) Modellansätze, wobei das Resultat stets eine dreidimensionale Kultur darstellt. Im 
Rahmen einfacher Varianten werden die SZ am Boden eines Membraneinsatzes in eine 
Schicht aus EZM eingelassen. Die EZ können dieser direkt aufsitzen (s. Abb. 2.4 a, S. 26) 
oder durch eine dünne Phase aus Basalmembranextrakt von den Stromazellen abgegrenzt 
sein (s. Abb. 2.4 b, S. 26). Bei diesen Modellen haben beide Zellarten die Möglichkeit, im 
Bereich der Grenzflächen einen direkten Kontakt aufzunehmen. Zudem besteht ein indirekter 
interzellulärer Austausch über das gemeinsame Nährmedium. Entsprechende Kokulturan-




Abb. 2.4: „Einfache“ Varianten der organotypischen Kokultur 
a) nach ARSLAN et al. (1995), ARNOLD et al. (2001), STEVENSON (2003) und WANG et 
al. (2010) 
b) nach BENTIN-LEY et al. (1994, 1995), YANG et al. (2002), PARK et al. (2003) und MENG 
et al. (2009) 
Zwei „komplexe“ Modelle des sog. „tissue engineering“ beschreiben LÜ et al. (2009). In ei-
nem ersten Ansatz kultivieren die Autoren isolierte myometriale Muskelzellen in einer Phase 
aus EZM am Boden einer Kulturschale. Darauf wird eine zweite Schicht aus EZM aufge-
bracht, in welche SZ eingelassen sind. Auf die so entstehende Oberfläche werden abschlie-
ßend EZ ausgesät. 
In einem zweiten Modell (Abb. 2.5) folgt auf die Schicht aus glatten Muskelzellen in EZM 
eine Phase aus EZM, in welche sowohl SZ als auch EZ eingebracht sind. Oberflächlich wer-
den wiederum EZ aufgesät. Beide Ansätze bewirken ebenfalls eine räumliche Trennung in 
verschiedene Kompartimente, wobei die histotypische Struktur detaillierter nachempfunden 
wird. Im zweiten Ansatz wird darüber hinaus ein umfangreicher direkter Kontakt zwischen EZ 
und SZ im gemeinsamen Kompartiment beider Zellarten ermöglicht. 
 




YAMAUCHI et al. (2003), welche mit bovinem endometrialem Gewebe arbeiten, erstellen 
zunächst eine plane, „einfache“ organotypische Kokultur (vgl. Abb. 2.3 a/b, S. 25). Anschlie-
ßend wird diese mechanisch sowie durch Zugabe von EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) 
von der unterliegenden Plastikoberfläche gelöst und aggregiert nach kurzer Zeit zu einer 
Zellmasse. Diese ist nach wenigen Tagen als sphärische Kokultur (Heterosphäroid) an-
sprechbar. Im Rahmen einer lichtmikroskopischen Untersuchung wird ersichtlich, dass das 
Heterosphäroid von einer äußeren Lage aus EZ begrenzt ist und sich dessen Kern aus ei-
nem Verbund aus SZ und großen Mengen an Bestandteilen der EZM zusammensetzt. 
 
2.4 Fazit aus der Literatur bezogen auf die initiale Fragestellung 
dieser Arbeit 
Für das Pferd existieren bereits einige Studien an Monokulturen endometrialer Epithel- und 
Stromazellen, welche sich mit der detaillierten morphologischen Charakterisierung, der Er-
fassung ausgewählter Differenzierungsmarker (Zytokeratine, ERα, PR) sowie dem Nachweis 
spezifischer zellulärer Sekretionsprodukte (Inhibin und Prostaglandine) befassen. Im Rah-
men dieser Arbeiten wird deutlich, dass die morphologischen sowie funktionellen Eigen-
schaften beider Zellarten unter optimierten Kulturbedingungen in einem gewissen Rahmen in 
vitro erhalten bleiben und auf zellulärer Ebene erforscht werden können. 
Um den komplexen Wechselwirkungen und Abhängigkeitsverhältnissen in vivo Rechnung zu 
tragen, ist das Zusammenführen von epithelialen und stromalen Zellen unter definierten und 
reproduzierbaren Bedingungen unabdingbar. Aufbauend auf bereits etablierten Isolations-, 
Separations- und Kultivierungsschemata können beide Zellpopulationen in der de novo er-
stellten Kokultur exakt angesprochen werden. Darüber hinaus stellen die Ergebnisse aus 
den Monokulturstudien eine wichtige Stütze zur Interpretation der Resultate der Kokulturan-
sätze dar, unter der Prämisse, dass vergleichbare Rahmenbedingungen vorherrschen (Me-
dium, Wachstumsoberfläche etc.). 
Eine erfolgreich etablierte und charakterisierte Kokultur endometrialer Epithel- und Stroma-
zellen würde eine Möglichkeit bieten, physiologische Prozesse, wie z. B. den Zyklusverlauf in 
vitro, zu simulieren. Darauf aufbauend könnte im Speziellen die Produktion uteriner Proteine 
unter hormonellem Einfluss sowie unter Berücksichtigung des Zusammenwirkens beider 
Zellpopulationen überprüft werden. 
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3 TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
3.1 Tiergut, Material und Probenherkunft 
Ausgangsmaterial und Basis für die vorliegende Dissertation stellten 9 Endometriumproben 
von lebenden (n = 5) sowie frischtoten (n = 4) Stuten verschiedener Rassen und unterschied-
lichen Alters dar (s. Tab. 3.1). 
Die Bioptate der lebenden Stuten wurden unter sterilen Kautelen transzervikal gewonnen, 
wobei diese Prozedur stets unter Einhaltung des geltenden Tierschutzgesetzes durchgeführt 
wurde (TierSchG § 5 Abs. 2 Nr. 1 und 2 sowie § 6 Abs. 1 Nr. 4). Die entnommenen Proben 
wurden im Rahmen der Routine-Einsendungsdiagnostik am Institut für Veterinär-Pathologie 
der Universität Leipzig untersucht. Parallel wurde jeweils zusätzlich eine native Gewebepro-
be für die Zellkultur aufgearbeitet. 
Die Beprobung des Endometriums von frischtoten (euthanasierten) Stuten erfolgte separat 
am in toto entnommenen Uterus, mit Eröffnung der Gebärmutter sowie Entnahme der Pro-
ben unter ebenfalls sterilen Bedingungen. Eine Mitteilung über die wissenschaftliche Weiter-
verwertung des uterinen Gewebes gemäß TierSchG § 6 Abs. 1 Nr. 4 erfolgte bei der 
zuständigen Behörde (Landesdirektion Sachsen) unter der Tiertötungsanzeige T 66/13. 









I 13 Haflinger Bioptat 10.10.2013 Östrus 
II 20 Warmblut Bioptat 16.04.2013 Interöstrus 
III 13 Haflinger Bioptat 6.09.2013 Interöstrus 
IV 1,5 Warmblut Uterus 10.10.2013 Östrus (Übergang 
zum Anöstrus) 
V 14 Haflinger Bioptat 10.09.2013 Östrus 
VI 15 Traber Uterus 8.08.2013 Interöstrus 
VII 13 Warmblut Bioptat 1.08.2013 Interöstrus 
VIII 18 Württemberger Uterus 7.08.2013 Interöstrus 
IX 21 dt. Reitpony Uterus 22.07.2014 Interöstrus 
Alle beprobten Tiere stellten sich vor Entnahme der Bioptate klinisch-gynäkologisch gesund 
dar. Die entsprechende Untersuchung (adspektorisch, palpatorisch, teils sonographisch) 
sowie die transzervikale Entnahme von Endometriumbioptaten an den lebenden Stuten wur-
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de durch Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter der Ambulatorischen und Geburtshilflichen Tierkli-
nik der Universität Leipzig oder den jeweils betreuenden Tierarzt durchgeführt. 
Die entnommenen Ovarien der frischtoten Stuten wurden zunächst sagittal halbiert und für 
24 bis 48 Stunden in 4%igem Formaldehyd fixiert. Anschließend wurden sie vollständig la-
melliert, wobei die Bestimmung des ovariellen Zyklusstandes retrospektiv anhand an- und 
rückgebildeter Follikel sowie Corpora lutea und Corpora albicantia erfolgte (ARTHUR 1958, 
VAN NIEKERK et al. 1973, 1975, KENNEY et al. 1979). 
 
3.2 Materialentnahme 
3.2.1 Material für die Zellkultur 
Die transzervikale Entnahme von Gewebe aus dem Endometrium erfolgte mittels Biop-
siezange nach Kevorkian, mit einer durchschnittlichen Bioptatgröße von 1,0 x 0,5 x 0,5 cm. 
Die unmittelbar kaudal der Zervix abgesetzten Uteri der frischtoten Stuten wurden zunächst 
von außen gründlich mit Leitungswasser gereinigt. Darauf folgte die Eröffnung des Corpus 
uteri mit steriler Schere und Pinzette in Längsrichtung (ca. 8 cm) und die Entnahme von en-
dometrialem Gewebe (im Durchschnitt ca. 1,0 x 0,5 x 0,5 cm groß) mit einem weiteren steri-
len Besteck. 
Das von jeder Stute gewonnene Material wurde für die anschließende Aufreinigung im Labor 
vorübergehend in sog. Transportmedium (kalte [4 - 8 °C] Hank’s Balanced Salt Solution 
[HBSS] unter Zusatz von 2 % Antibiotikum-/Antimykotikum-Lösung [ABAM], beide von der 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich; s. jeweils Kap. 9.1, S. 119) verbracht. 
Die Zeitspanne zwischen der Entnahme des Bioptates (lebende Tiere), bzw. dem Zeitpunkt 
der Euthanasie, bis zum Beginn der Gewebeaufbereitung betrug stets weniger als 1 Stunde. 
 
3.2.2 Material für die Lichtmikroskopie 
Analog der oben beschriebenen Probenentnahme für die Zellkultur wurde von jedem Tier 
eine weitere Gewebeprobe gewonnen. Diese Gewebestücke wurden zunächst für 24 bis 48 
Stunden in 4%iges Formaldehyd verbracht und anschließend der konventionellen histologi-
schen Aufbereitung zugeführt (s. Kap. 3.7.1, S. 39). 
 
3.3 Isolierung 
In Abb. 3.1 (S. 31) erfolgt eine schematische Darstellung der im Folgenden beschriebenen 
Isolierungs- und Separationsschritte. Sämtliche Arbeitsvorgänge wurden hierbei unter einer 
sterilen Sicherheitswerkbank (ANTARES 48, Klasse II; Fa. Anthos Mikrosysteme, Köln) und 
unter Zuhilfenahme von sterilen Reagenzien und autoklavierten Arbeitsmaterialien durchge-
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führt. Der in diesem Kapitel verwendete Begriff „warm“ bezieht sich auf Flüssigkeiten mit ei-
ner Temperatur von 37 °C. 
 
3.3.1 Mechanische Zerkleinerung 
Alle gewonnenen Endometriumproben wurden jeweils separat und identisch bearbeitet. Da-
bei wurde jedes einzelne Gewebestück zunächst in eine Petrischale verbracht und mit meh-
reren Tropfen warmer HBSS benetzt. Danach erfolgte eine mechanische Zerkleinerung der 
Proben mit Hilfe eines Skalpells in feine Gewebsteile (Kantenlänge ca. 0,1 cm). Makrosko-
pisch sichtbare bindegewebige Anteile wurden abgetrennt und verworfen. Die so entstande-
nen endometrialen Gewebsfragmente wurden anschließend zum Zwecke der Entfernung von 
anhaftenden Blutresten wiederholt mit warmer HBSS gespült. 
 
3.3.2 Enzymatische Verdauung 
Für die weitere Aufarbeitung wurde das mechanisch zerkleinerte Gewebe in die Verdauungs-
lösung (s. Kapitel 9.1, S. 119) verbracht. Die Bruchstücke wurden so der enzymatischen 
Aufschließung mittels Kollagenase zugeführt und über eine Dauer von 3 bis 4 Stunden, unter 
ständiger Bewegung und Durchmischung der Lösung mit Hilfe eines Laborschüttlers (PS 3D; 
Fa. Grant Instruments Ltd., Cambridge, Großbritannien) im Brutschrank (Begasungsbrut-
schrank BB16; Fa. Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C inkubiert. Die „anverdauten“ 
Fragmente wurden zur Unterstützung des Prozesses alle 30 Minuten unter Zuhilfenahme 
einer Pipette (100-1000 µl; Fa. Brand GmbH und Co. KG, Wertheim) vorsichtig aspiriert und 
anschließend wiederholt ausgestoßen. Am Ende dieses Aufarbeitungsschrittes lagen die 
ursprünglichen Gewebsfragmente, annähernd gänzlich aufgeschlossen, in Form einer rötli-
chen bis beigefarbenen, trüben und homogenen Lösung mit vereinzelten feinen Gewebsfä-
den vor. Die enzymatische Aufschließung wurde in diesem Zustand als beendet angesehen. 
Im Rahmen der lichtmikroskopischen Untersuchung eines Tropfens der vorliegenden Flüs-
sigkeit konnte der Dissoziationserfolg kontrolliert werden, wobei im positiven Falle die SZ als 
Einzelzellen und die EZ als Drüsenschläuche bzw. kleine Zellcluster vorlagen. 
 
3.4 Auftrennung 
Sämtliche Zentrifugationsschritte wurden, sofern nicht anders angegeben, mit Hilfe der Me-
gafuge 3.0 R (Fa. Heraeus Sepatech, Osterode) über eine Dauer von je 20 min bei 15 °C 
und einer Drehzahl von 1400 min-1 umgesetzt. In Abb. 3.1 (S. 31) sind die durchgeführten 
Arbeitsschritte schematisch dargestellt. 
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Isolierungs- und Auftrennungsschritte; modifiziert 
nach BUSCHATZ (2007), BÖTTCHER (2011) und THEUß (2011) 
32 TIERE, MATERIAL UND METHODEN 
3.4.1 Filtration 
Nicht aufgeschlossene, makroskopisch sichtbare Gewebsfäden (Bindegewebsstränge, Ge-
fäße, etc.) wurden vor Beginn des nächsten Arbeitsschrittes mit Hilfe einer Pipette (maximal 
200 µl; Fa. Brand GmbH und Co. KG, Weitheim) aspiriert und verworfen. Die verbliebene 
trübe Zelllösung wurde anschließend, zur Auftrennung von einzeln vorliegenden Stromazel-
len und den Epithelzellverbänden, durch ein eingespanntes Polyamid-Siebgewebe mit 30 µm 
Maschenweite (Fa. VWR International, Darmstadt) filtriert. Anschließend folgte ein Nachspü-
len mit 5 ml warmer RPMI 1640 (Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich) (s. 
Kap. 9.1, S. 120). Bedingt durch die Maschenweite des Siebgewebes passierten vornehm-
lich Stromazellen, Zelldetritus und Blutzellen die Maschen des Siebes (= SZ-Suspension). 
Die epithelialen Drüsenschläuche/-cluster hingegen verblieben auf der Sieboberfläche und 




Zum Erzielen einer möglichst hohen Reinheit beider durch den Filtrationsprozess gewonne-
nen Zellfraktionen und zur Minimierung der Kreuzkontamination durch den jeweils anderen 
Zelltyp erfolgte ein weiterer Arbeitsschritt unter Verwendung eines diskontinuierlichen 
Easycoll®-Dichtegradienten (Fa. Biochrom, Berlin) (s. Kap. 9.1, S. 121). Dabei wurde für die 
Aufreinigung der EZ-Suspension eine Lösung mit einer Dichte von 1,03 g/ml über eine sol-
che mit einer Dichte von 1,07 g/ml geschichtet. Für die SZ-Suspension kam eine Easycoll®-
Lösung mit einer Dichte von 1,05 g/ml zum Einsatz. Die Anfertigung der Gradienten sowie 
das vorsichtige Überschichten mit der entsprechenden Zellsuspension erfolgten unter Ver-
meidung von Verwirbelungen. 
Nach der sich anschließenden Zentrifugation konnten nun die an den jeweiligen Gradienten-
grenzen akkumulierten Zellpopulationen mit Hilfe einer Pasteurpipette (Fa. Carl Roth, Karls-
ruhe) und einer elektrischen Pipettierhilfe (Pipetus®; Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt) 
abgesaugt und in warmes Nährmedium (s. Kap. 3.6.1.2, S. 33 f.) überführt werden. Darauf 
folgend schloss sich ein weiterer Zentrifugationsschritt an, um die Zellfraktionen durch Ab-




Zur weiteren Erhöhung des Reinheitsgrades der beiden Zellfraktionen wurde das unter-
schiedliche zeitliche Anheftungsverhalten von SZ und EZ an die Wachstumsoberfläche aus-
genutzt. Hierzu wurden die am Ende des letzten Arbeitsschrittes durch die Zentrifugation 
gewonnenen Zellpellets jeweils in 5 ml warmem Nährmedium resuspendiert und in separate 
Zellkulturflaschen (Falcon®, Tissue Culture Flask, 25 cm2) (Fa. Becton Dickinson, Franklin 
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Lakes, USA) ausgesät. Daran schloss sich eine Inkubation im Brutschrank für 30 Minuten 
an. Die SZ weisen im Verlauf einer solchen Zeitspanne, im Gegensatz zu den EZ, ein fast 
vollständiges Anheften an die Wachstumsoberfläche auf. Demnach wurden die Stromazellen 
bereits in ihr vorerst endgültiges („Transit“-)Kulturgefäß ausgesät. Nicht adhärente Zellen 
wurden nach Ablauf der Inkubationszeit, zusammen mit dem Mediumüberstand, unter Zuhil-
fenahme einer Saugvorrichtung (Vacuboy; Fa. Integra Biosciences, Fernwald) entfernt. Zur 
weiteren Kultivierung wurde die Zellkulturflasche mit 5 ml frischem, warmem Nährmedium 
gefüllt. 
Bei der Epithelzellsuspension wurden nach Ablauf der 30-minütigen Inkubationszeit die nicht 
adhärenten Epithelzellverbände, zusammen mit dem Mediumüberstand, abgesaugt und an-
schließend auf die dafür vorgesehenen endgültigen Wachstumsoberflächen überführt (s. 
Kap. 3.6.1.3, S. 34). 
 
3.5 Bestimmung der Lebensfähigkeit der Zellen und Zellzählung 
Die Bestimmung der Lebensfähigkeit der Zellen einschließlich einer Zellzählung erfolgten in 
Form einer Lebend-Tot-Färbung. Hierzu wurden gleiche Mengen an Zellsuspension und 
Trypanblau (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen) (s. Kap. 9.1, S. 121) miteinander gemischt und 
in eine Neubauer-Zählkammer (Fa. Fein-Optik, Bad Blankenburg) eingebracht. Unter Zuhil-
fenahme eines Standardmikroskops (BH-2; Fa. Olympus, Hamburg) konnte nun der Anteil 
lebender Zellen (farblos) von jenem der toten Zellen (Anreicherung des blauen Farbstoffes 
im Zytoplasma der Zelle) abgegrenzt werden. 
 
3.6 Kultivierung der Zellen 
3.6.1 Allgemeine Voraussetzungen 
3.6.1.1 Brutschrank 
Die Kultivierung equiner endometrialer Epithel- und Stromazellen fand in einem Brutschrank 
(Begasungsbrutschrank BB16; Fa. Heraeus Instruments, Hanau) bei 37 °C und wasser-
dampfgesättigter Luft sowie einem CO2-Partialdruck von 5 % statt. 
 
3.6.1.2 Nährmedium 
Im Rahmen der Versuche kam als Basismedium ein serumhaltiges Nährmedium (Medium 
mit fetalem bovinem Serum, MFBS) mit Zusatz unterschiedlicher Additiva (+A) zum Einsatz 
(„MFBS+A“, s. Tabelle 3.2). 
Dieses Basismedium bildete ebenfalls die Grundlage für die Herstellung einer Verdünnungs-
reihe der Hormone Progesteron und Östradiol. Auf die Herstellung sowie Verwendung dieses 
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mit Hormonen supplementierten Mediums wird in Kap. 3.6.3 (S. 36 f.) detailliert eingegan-
gen. 




Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium1 (DMEM) und Ham’s F-121 (1:1) 
1 % Antibiotikum/Antimykotikum1 
0,275 % Antimykotikum1 
2,5 % fetales bovines Kälberserum1 
Additiva 
1 % HEPES-Puffer1 
1 % Insulin-Transferrin-Natriumselenit-Supplement1 
0,5 µg/ml Hydrokortison2 
8 ng/ml EGF3 
1 Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich (siehe Kap 9.1, S. 119 ff.) 
2 Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen (siehe Kap 9.1, S. 120) 
3 Fa. Biochrom AG, Berlin (siehe Kap 9.1, S. 120) 
 
3.6.1.3 Wachstumsgefäße 
Als Kulturgefäße kamen Millicell®-PET-Membraneinsätze (1,0 µm Porengröße, transparent, 
12 mm Innendurchmesser) (Fa. Millipore, Bedford, USA) zum Einsatz. Diese wurden zur 
Etablierung der Kokultur zunächst auf ihren Kunststoffeinhängungen stehend verwendet. Im 
weiteren Verlauf wurden sie um 180° gedreht und in 12-Well-Platten (MultiwellTM TC Plate; 
Fa. Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA) eingehängt (s. Kap. 3.6.2.3, S. 35, und Abb. 3.2, 
S. 36). 
Darüber hinaus dienten Zellkulturflaschen (Falcon®, Tissue Culture Flask, 50 ml) (Fa. Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, USA) als „Transit-Kulturgefäße“ für die Stromazellpopulation, be-




Die zunächst in einer Zellkulturflasche („Transit-Kulturgefäß“) kultivierten Stromazellen wur-
den zwei Tage nach ihrer Isolierung aus der jeweiligen Endometriumprobe zweimalig mit 
jeweils 5 ml warmer HBSS gespült. Nach dem Entfernen der Spüllösung erfolgte das en-
zymatische Ablösen der Zellen von ihrer Kulturoberfläche mit Hilfe einer 0,25%igen Trypsin-
EDTA-Lösung (Fa. Biochrom AG, Berlin) (s. Kap. 9.1, S. 121) (2 ml auf 25 cm2 Wachstums-
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oberfläche) bei 37 °C im Brutschrank. Die durchschnittliche Inkubationsdauer betrug 5 min, 
wobei diese als beendet angesehen wurde, sobald sich über 90 % des Zellrasens von der 
Kunststoffoberfläche abgelöst hatte. Eine Kontrolle des Fortschritts erfolgte unter Verwen-
dung eines inversen Mikroskops (CK-2; Fa. Olympus, Hamburg). Zur Aufhebung der en-
zymatischen Reaktion wurde der Enzymlösung die gleiche Menge an Nährmedium 
(MFBS+A) hinzugefügt. Die fertige Suspension wurde anschließend für 10 Minuten bei einer 
Drehzahl von 700 min-1 zentrifugiert (Megafuge 3.0 R, Fa. Heraeus Sepatech, Osterode) und 
das gewonnene Zellpellet in 2 ml Basismedium resuspendiert. Darauf folgte zunächst die 
Zellzählung und anschließend die Einsaat der Stromazellen auf die Millicell®-
Membraneinsätze (s. Kap. 3.6.2.3 und Abb. 3.2, S. 36). 
 
3.6.2.2 Einsaatdichte 
Da die isolierten Epithelzellen in Form von Drüsenschläuchen/-clustern vorlagen, wurden 
diese nicht gezählt. Die insgesamt gewonnene Zellmenge wurde stets gleichmäßig mit ei-
nem maximalen Volumen von 200 µl auf die für die Kokultivierung vorgesehenen Wachs-
tumsoberflächen aufgeteilt. Die Einsaatdichte der nach der Gewebeaufarbeitung einzeln 
vorliegenden Stromazellen betrug jeweils 20.000 Zellen pro Membraneinsatz, d. h. auf einer 
Wachstumsoberfläche von 1,13 cm2. 
 
3.6.2.3 Kokulturansatz 
Nach ihrer Isolierung wurden die EZ auf die Außenseite der Millicell®-Membraneinsätze auf-
gebracht (Tag 0). Dabei wurde jede Wachstumsoberfläche mit einem maximalen Volumen 
von 200 µl der Zellsuspension benetzt und für zwei Tage kultiviert. Die verwendeten Membr-
aneinsätze wurden für diesen Zeitraum, entgegen ihrer eigentlich hängenden Ausrichtung, 
auf den Aufhängungsarmen stehend in geschlossenen Petrischalen aus Glas (Durchmesser 
7 cm, Höhe 4 cm) positioniert. An Tag 2 erfolgte das Umsetzen der Membraneinsätze in die 
dafür vorgesehenen 12-Well-Platten. 
Die an Tag 0 aus dem jeweiligen Ausgangsmaterial gewonnenen Stromazellen wurden nach 
dem Auftrennungsschritt der Differenzialadhärenz vorerst für eine Dauer von zwei Tagen in 
einer Zellkulturflasche („Transit-Gefäß“) kultiviert. Nach der Passagierung der SZ an Tag 2 
der Kultivierung (s. Kap. 3.6.2.1, S. 34 f.) konnten diese nun auf die Membraninnenseite der 
eingehängten Millicell®-Einsätze (Abb. 3.2) aufgebracht werden. Die Membranen wurden ab 
Tag 2 der Kultivierung stets mit 0,5 ml, die Multiwell-Vertiefungen stets mit 1,0 ml Basisme-
dium befüllt. 
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Abb. 3.2: Kokulturmodell: EZ und SZ auf unterschiedlichen Seiten der semipermeablen 
Membran eines Millicell®-Einsatzes (Tag 0 und Tag 2) 
 
3.6.3 Hormonsupplementierung 
Das in Kap. 3.6.1.2 (S. 33 f.) beschriebene Basismedium wurde im Rahmen einer Verdün-
nungsreihe mit den Hormonen Progesteron (Progesterone powder, >=99 %; Fa. Sigma-
Aldrich, Taufkirchen) und Östradiol (β-Estradiol powder, >=98 %; Fa. Sigma-Aldrich, Tauf-
kirchen) supplementiert. Dabei wurden die verwendeten Hormone zunächst in absolutem 
Alkohol gelöst (Stammlösung) und anschließend zum Erhalt der gewünschten Konzentratio-
nen in vorbereitetes Basismedium überführt. Der endgültige Gehalt an Ethanol im hormon-
versetzten Medium betrug dabei weniger als 0,1 %. Neben einem Einzelzusatz (ausschließ-
lich Progesteron oder Östradiol) wurden auch Hormondoppelsupplementierungen (sowohl 
Progesteron als auch Östradiol) mit unterschiedlichen Konzentrationen der beiden Hormone 
durchgeführt. Als Kontrolle wurde jeweils ein Kokulturansatz ausschließlich mit hormonfreiem 
Basismedium (MFBS+A) versetzt. Eine detaillierte Auflistung der eingestellten und im Rah-
men der Kokultivierung eingesetzten Hormonkonzentrationen findet sich in Tab. 3.3 (S. 37). 
Aufbauend auf dem beschriebenen Kokulturansatz (s. Kap. 3.6.2, S. 34 ff.) erfolgte an Tag 4 
(nach 2-tägiger Kokultivierung) ein regulärer Wechsel des Nährmediums. Dabei kam ab die-
sem Tag und bei jeder weiteren Erneuerung des Mediums (alle 2 Tage) das mit den Steroid-
hormonen supplementierte Basismedium zum Einsatz. Die Membranen wurden dabei 
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wiederum mit 0,5 ml und die Multiwell-Vertiefungen mit 1,0 ml des hormonversetzten Medi-
ums befüllt. 
Tab. 3.3: Hormonsupplementierung: Zusatz verschiedener Konzentrationen von 
17β-Östradiol (E2) und Progesteron (P4) zum Basismedium 
Versuchsgruppenbezeichnung eingestellte Hormonkonzentrationen 
Kontrolle (K) — 
P1   0,5 ng P4/ml MFBS+A 
P2   7,5 ng P4/ml MFBS+A 
P3 15,0 ng P4/ml MFBS+A 
E1   2,0 pg E2/ml MFBS+A 
E2 15,0 pg E2/ml MFBS+A 
E3 30,0 pg E2/ml MFBS+A 
(P+E)1 (0,5 ng P4 + 30,0 pg E2)/ml MFBS+A 
(P+E)2 (15,0 ng P4 + 2,0 pg E2)/ml MFBS+A 
(P+E)3 (7,5 ng P4 + 15,0 pg E2)/ml MFBS+A 
Nach Erreichen der Konfluenz erfolgte die Fixierung der Kokulturen für 24 bis 48 Stunden in 
4%igem Formaldehyd. 
Eine zusammenfassende schematische Darstellung des Versuchsaufbaus findet sich in Abb. 



























Abb. 3.3: Schematische Darstellung des angewandten Versuchsaufbaus: Kokultivierung unter Zusatz verschiedener 17β-Estradiol- 
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3.7 Lichtmikroskopie 
Im Rahmen der histologischen und immunhistologischen Untersuchung der endometrialen 
Gewebeproben (s. Kap. 3.2.2, S. 29) sowie der fixierten Zellen aus den Kokulturversuchen 
kam ein Standardmikroskop (BH-2; Fa. Olympus, Hamburg) zur Anwendung. Dieses besitzt 
eine Phasenkontrasteinrichtung sowie eine Digitalkamera (DP26; Fa. Olympus, Hamburg). 




Die in Formaldehyd fixierten Gewebeproben wurden einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie 
der Einbettung in Paraplast in einem automatisierten Verfahren (Hypercenter; Fa. Shandon, 
Frankfurt) zugeführt. Mittels eines Schlittenmikrotoms (Fa. Reichert-Jung, Wien, Österreich) 
erfolgte die Anfertigung 3 bis 4 µm dicker Schnitte, welche für die sich anschließende routi-
nemäßige Hämalaun-Eosin-Färbung (H.-E.-Färbung) auf Objektträger aufgezogen wurden 
(MULISCH u. WELSCH 2010). Im Anschluss wurden die H.-E.-gefärbten Gewebeschnitte 
routinemäßig histologisch untersucht, wobei eine Bewertung des jeweiligen glandulären 
Funktionszustandes sowie eine histopathologische Auswertung hinsichtlich des Vorliegens 
entzündlicher (Endometritis) und/oder chronisch-degenerativer (Endometrose) Veränderun-
gen erfolgte. 
 
3.7.2 Kultivierte Zellen auf Membraneinsätzen 
Nach Fixierung in Formaldehyd wurden die Kokulturen mittels einer aufsteigenden Alkohol-
reihe entwässert (70%iges Ethanol für 30 min, 80%iges Ethanol für 30 min, 96%iges Ethanol 
für 2 x 30 min, Isopropanol für 2 x 30 min). Um das Material in einem nächsten Schritt für 10 
Minuten in Essigsäurebutylester zu überführen und um das Einwirken der Flüssigkeit an bei-
den Seiten der Membranen zu ermöglichen, wurden die Membranen zunächst mit einem 
Skalpell aus den Einsätzen herausgeschnitten und in eine eigens gefertigte Membranspann-
vorrichtung aus Edelstahl verbracht (s. Abb. 3.4, S. 40, und Abb. 9.1, S. 123). Daran schloss 
sich das 10-minütige Einlegen der Spannvorrichtung samt eingespannter Proben in flüssiges 
Paraffin (60 °C) an. Abschließend wurden die Membranen aus der Hilfsvorrichtung entnom-
men, mit einer feinen Schere halbiert und senkrecht, jeweils mit der Schnittkante nach unten 
weisend, in Paraplast eingebettet. Analog zu den endometrialen Gewebeproben (s. Kap. 
3.7.1) erfolgte die Anfertigung 3 bis 4 µm dicker Schnitte, welche auf Objektträger aufgezo-
gen und mittels Hämalaun und Eosin gefärbt wurden. 
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Legende: 1. Bodenelement, 2. Auflagefläche der Membran (Breite 3 mm), 3. Vertiefung für 
das Einbringen einer Pinzette, 4. Gegenstück zum Einspannen der Membran 
Abb. 3.4: Membranspannvorrichtung aus Edelstahl mit Schraubelementen (Entwurf nach 
Lapko, Anfertigung durch Mitarbeiter/-innen der Fakultät für Physik und Geo-
wissenschaften der Universität Leipzig) 
 
3.8 Immunhistologie und -zytologie 
3.8.1 Anfertigung und Aufarbeitung der immunhistologischen/-zytologischen  
    Präparate 
Parallel zur routinemäßigen H.-E.-Färbung (s. Kap. 3.7, S. 39) wurden weitere Schnitte der 
senkrecht eingebetteten Membraneinsätze und der Endometriumbioptate auf Super-
Frost®Plus-Objektträger aufgezogen und zunächst mittels Xylol-Behandlung (10 min) (Fa. 
Geyer, Hamburg) entparaffiniert. Darauf folgte eine Rehydrierung von 2 x 3 min in Isopropa-
nol sowie 3 min in 96%igem Ethanol. Im Gewebe bzw. den Zellen vorhandene endogene 
Peroxidasen wurden durch das Überführen in Methanol mit 0,5 % Wasserstoffperoxid (H2O2) 
(Fa. Merck, Darmstadt) inaktiviert. 
Bevor die Objektträger in Coverplates® (Fa. Life Science, Frankfurt/Main) eingebacht wur-
den, erfolgte für den Nachweis von Östrogenrezeptor-α-, Progesteronrezeptor- und Zytokera-
tin-19-Antigen zunächst eine Zitrat-Behandlung. Die entsprechenden Schnitte wurden hierfür 
in 96 °C heißem Zitrat-Puffer (s. Kap. 9.2, S. 122) für 30 min gekocht und nach einer ausrei-
chenden Abkühlphase bei Raumtemperatur mit tris buffered saline (TBS) (s. Kap. 9.2,         
S. 122) gespült. 
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Die nun in die Coverplates® eingesetzten Objektträger wurden mit je 100 µl des in TBS mit   
1 % bovinem Serumalbumin (BSA) (Fa. Boehringer, Mannheim) verdünnten Primärantikör-
pers (s. Tab. 3.4) überschichtet und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Zur Erstellung der einzel-
nen Negativkontrollen kam lediglich eine 1%ige BSA-Lösung in TBS zur Anwendung. 
Tab. 3.4: Verwendete Primärantikörper und ihre angewandten Verdünnungen (Vd.) 
Primärantikörper Vd. Bezugsquelle und Klon 
Maus-anti-Mensch- 
Zytokeratin 19 1:25 









CB9, Swant, Bellinzona, Schweiz         
(polyklonal) 
Maus-anti-Mensch- 
Östrogenrezeptor α 1:20 




Novocastra, Newcastle, GB 
(Klon 16/SAN27NCL-PGR-AB) 
In einem nächsten Schritt erfolgte eine zweimalige Spülung mit jeweils 2 ml TBS und eine 
30-minütige Inkubation bei Raumtemperatur mit 100 µl des Sekundärantikörpers. Zum Ein-
satz kamen dabei die in TBS mit 1 % BSA (Verdünnung 1:100) gelösten Sekundärantikörper 
Ratte-anti-Maus-IgG (Fa. Dianova, Hamburg) für die monoklonalen Antikörper und Schwein-
anti-Kaninchen-IgG (Fa. Dako, Hamburg) für die polyklonalen Antikörper. Auf einen weiteren 
Spülvorgang folgte, ebenfalls bei Raumtemperatur, eine Inkubation mit 100 µl Maus-
Peroxidase-anti-Peroxidase (PAP)-Antikörper (Fa. Dianova, Hamburg) in einer Verdünnung 
von 1:500 in TBS mit 1 % BSA über 30 min. 
Die aus den Coverplates® nach wiederholtem Spülen entfernten Objektträger wurden nun in 
eine 3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB)-Lösung (Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu 
Ulm) (s. Kap. 9.2, S. 122) überführt und darin für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. An 
einen dreimaligen Spülvorgang mit TBS schloss sich eine Spülung mit destilliertem Wasser 
sowie Gegenfärbung für 10 Sekunden mit einer Papanicolaou-Lösung (1:20 in destilliertem 
Wasser) (Fa. Merck, Darmstadt) an. Schließlich wurden die Objektträger ein weiteres Mal mit 
destilliertem Wasser gespült und einer Bläuung in Leitungswasser für 5 bis 10 min zugeführt.  
Vor der abschließenden Eindeckung der Schnitte wurden diese automatisiert in einer auf-
steigenden Alkoholreihe entwässert und zweimalig für jeweils 10 min mit Xylol behandelt. 
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3.8.2 Auswertung der immunhistologischen/-zytologischen Präparate 
Im Rahmen der immunhistologischen Untersuchung der Endometriumbioptate sowie der 
Kokulturen wurden die lichtmikroskopisch erfassbaren feingranulären und intrazellulär gele-
genen, hell- bis dunkelbraunen Reaktionsprodukte als positiv gewertet, welche in den paral-
lel angefertigten Negativkontrollen nicht auftraten. Dabei erfolgte eine semiquantitative 
Erfassung und prozentuale Angabe der positiv reagierenden Zellen sowie ihrer jeweiligen 
Färbeintensität. Diese beiden Parameter wurden pro Gewebeschnitt bzw. Membraneinsatz in 
10 repräsentativen Gesichtsfeldern bei 400-facher Vergrößerung ermittelt. Darüber hinaus 
wurde zusätzlich das Expressionsmuster innerhalb der Zellen dokumentiert. 
Eine positive immunhistologische Reaktion ließ sich mit Hilfe der parallel mitgeführten Nega-
tivkontrollen ebenfalls eindeutig von extrazellulär gelegenen, hellbraunen und homogenen 
Anfärbungen, bedingt durch Plasmainsudationen (Ödematisierung) sowie entnahmebedingte 
Quetschartefakte der Biopate, unterscheiden. Das eisenhaltige Pigment Hämosiderin, das 
auch innerhalb der Negativkontrolle als intrazellulär gelegenes, hellbraunes und grobscholli-
ges Präzipitat nachweisbar ist, konnte zudem eindeutig von einer positiven Immunreaktion 
abgegrenzt werden. 
 
3.9 Statistische Untersuchungen 
Die erhobenen Datensätze der Kulturdauer („scheinbare Konfluenz“, s. Kap. 4.2, S. 45) so-
wie der zytomorphologischen Auswertung beider Zellarten wurden mit Hilfe des Statistik-
programmes SPSS (Version 22) auf das Vorliegen einer Normalverteilung untersucht      
(Kolmogorov-Smirnov-Test). Bei einer vorgegebenen Irrtumswahrscheinlichkeit α von 0,4 
wurden exakte Signifikanzen (2-seitig) mit einem Wert >0,4 als normalverteilt angesehen. 
Für eine vergleichende Darstellung nicht normal verteilter Daten erfolgte die Berechnung des 





Für die vorliegende Arbeit wurden insgesamt 9 Endometriumproben aufgearbeitet. Davon 
stammten 5 endometriale Bioptate von lebenden Stuten, während 4 Gewebeproben von 
frischtoten, euthanasierten Tieren gewonnen wurden. 
In Tab. 4.1 (S. 44) sind sowohl die Spenderstuten als auch das von ihnen stammende Aus-
gangsmaterial detailliert charakterisiert. 
 
4.1.1 Zyklusstand 
Zum Zeitpunkt der Bioptatentnahme (n = 5) zeigten zwei Spendertiere klinische Anzeichen 
eines Östrus, während drei Stuten im Interöstrus beprobt wurden. Die vorgefundenen ovari-
ellen Funktionskörper der vier euthanasierten Tiere entsprechen in drei Fällen der Zyklus-
phase Interöstrus. Bei einer Stute konnten an den Ovarien mehrere kleine bis mittelgroße 
Follikel und Corpora albicantia, jedoch keine Hinweise auf Gelbkörper gefunden werden. Die 
zweifelsfreie Zuordnung zu einer bestimmten Zyklusphase ist in diesem Fall nicht möglich. 
Aufgrund der jahreszeitlichen Gegebenheiten bei der Probenentnahme (vgl. Kap. 3.1, Tab. 
3.1, S. 28) sollte bei diesem Tier (Kulturnummer IV) von einem Übergang zur Phase der 
physiologischen Inaktivität (Übergangszyklus) ausgegangen werden. 
 
4.1.2 Histopathologische Beurteilung der Endometriumproben 
Im Rahmen der histomorphologischen Untersuchung der H.-E.-gefärbten Schnittpräparate 
können an insgesamt acht Gewebeproben endometrotische Alterationen mit unterschied-
lichem Ausprägungsgrad (von geringgradig bis hin zu mittel- bis hochgradig) nachgewiesen 
werden. Entzündliche Veränderungen finden sich bei drei Stuten (gering- bis mittelgradig). 
Das zeitgleiche Vorliegen einer Endometritis sowie einer Endometrose kann im endometria-
len Gewebe von zwei Spenderstuten beobachtet werden. In sechs Proben liegt ein sekreto-
rischer Funktionszustand der Drüsen vor. Demgegenüber befinden sich zwei Endometrien in 
einem Übergangsstadium zwischen Proliferation und Sekretion (n = 1), bzw. vice versa        
(n = 1). Ein Endometrium weist Anzeichen einer irregulären glandulären Differenzierung so-
wie eine Tendenz zum Übergang in die Inaktivität auf. Hierbei handelt es sich um die Stute, 
bei welcher die Morphologie der ovariellen Funktionskörper im Zusammenhang mit der Jah-
reszeit bei der Beprobung hinweisend auf einen Übergang zur physiologischen Inaktivität im 

















I 13 Bioptat Östrus Sekretion bis 
Proliferation 
- ++ 
II 20 Bioptat Interöstrus Sekretion - + 
III 13 Bioptat Interöstrus Sekretion - +(+) 






(irregulär) + - 
V 14 Bioptat Östrus Proliferation 
bis Sekretion 
++ ++(+) 
VI 15 Uterus Interöstrus Sekretion - ++(+) 
VII 13 Bioptat Interöstrus Sekretion + + 
VIII 18 Uterus Interöstrus Sekretion - + 
IX 21 Uterus Interöstrus Sekretion - ++(+) 
Legende: - keine; + geringgradig; +(+) gering- bis mittelgradig; ++ mittelgradig;  
++(+) mittel- bis hochgradig; +++ hochgradig 
4.1.3 Zellausbeute 
Im Zuge der Gewebeaufbereitung können nach Beendigung der Isolierungs- und Separati-
onsprozesse 1,35 bis 2,43 Millionen Stromazellen aus endometrialen Bioptaten von leben-
den Stuten gewonnen werden. Bei vergleichbar großen Gewebeproben aus ganzen Uteri 
euthanasierter Spendertiere liegt die Ausbeute dieser Zellpopulation bei 2,45 bis 4,32 Millio-
nen Zellen.  
In Tabelle 4.2 (S. 45) ist die Anzahl der jeweils isolierten SZ, unter Berücksichtigung des 
verwendeten Ausgangsmaterials, aufgelistet. Alle Proben durchliefen unabhängig ihrer Her-
kunft dieselben Aufarbeitungsprozesse im Zellkulturlabor.  
Eine Auszählung der epithelialen Zellfraktion konnte im Rahmen der angewandten Isolie-
rungs- und Separationsprozesse nicht durchgeführt werden. Diese liegen im Anschluss an 
die enzymatische Dissoziation vornehmlich als Drüsenschläuche bzw. Zellverbände/-cluster 
und kaum als Einzelzellen zur Beurteilung vor (vgl. Kap. 3.3.2, S. 30). Die Menge der isolier-
ten Zellcluster divergiert in Abhängigkeit von der Drüsendichte und dem Grad der Ödemati-
sierung des endometrialen Gewebes. 
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Tab. 4.2: Ingesamt gewonnene Zellzahl von SZ aus Bioptaten sowie vergleichbar großen 
Gewebeproben aus vollständigen Uteri; Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte 
(dunkelgrau) jeweils hervorgehoben. 









II 1345000 VI 2890000 
III 2425000 VIII 2445000 
V 2050000 IX 3060000 
VII 1605000 
4.2 Kultivierung 
Die Beurteilung der „Konfluenz“ der Kokulturen war aufgrund der eingeschränkten Auswert-
barkeit der Zellen während der Kultivierung (s. Kap. 4.3.2, S. 46) nur bedingt möglich, wes-
halb im Weiteren der Begriff „scheinbare Konfluenz“ gewählt wird. Beginnend mit der Einsaat 
der SZ an Kulturtag 2 wurde als Parameter dieser „scheinbaren Konfluenz“ die Ausbildung 
lichtmikroskopisch erfassbarer Zellrasen, welche die Kulturoberfläche durchgehend bewach-
sen, gewertet. Diesbezüglich konnte aufgrund der beidseits von Zellen besiedelten Millicell®-
Membranen mittels „Aufsicht“-Mikroskopie jedoch nicht zweifelsfrei zwischen beiden Zellpo-
pulationen unterschieden werden (vgl. auch einleitende Ausführungen zu Kap. 4.3.2, S. 46). 
Da die Konfluenzzeiten der Kokulturen, welche aus Endometriumproben mit einer sekreto-
rischen (sekret.) Funktionsmorphologie etabliert wurden (n = 6), keiner Normalverteilung fol-
gen, werden sie für eine vergleichende Darstellung durch Angabe des Medians sowie der 
Minimal- und Maximalwerte beschrieben. 
Die jeweiligen Kontrollgruppen der Kokulturen von aus sekretorisch differenzierten Endomet-
rien isolierten Zellen erreichen 4 bis 10 Tage (Median = 7 Tage) nach der Einsaat der SZ 
(Kulturtag 2) ihre „scheinbare Konfluenz“. Entsprechende Kulturansätze aus funktionellen 
Übergangsstadien weisen binnen 7 (proliferativ bis sekretorisch) bzw. 12 (sekretorisch bis 
proliferativ) Tagen durchgehende Zellrasen auf, während die Kokultur der EZ und SZ des 
irregulär proliferativ (irreg. prolif.) differenzierten Endometriums hierfür 8 Tage benötigt. Eine 
Auswirkung der angewandten Hormonsupplementierungen auf die Konfluenzzeiten konnte 
nicht beobachtet werden. 
Eine Übersicht über die erhobenen Konfluenzdaten unter Berücksichtigung der endometria-
len Funktionsmorphologie liefert die Tab. 4.3. Eindeutige Tendenzen, abgeleitet aus dem 









zustand (in situ) 
Dauer bis zur „scheinbaren Konfluenz“ 
(in Tagen) 
II sekretorisch 10 
Median: 
7 
min. - max.: 
4 - 10 
III sekretorisch 8 
VI sekretorisch 4 
VII sekretorisch 8 
VIII sekretorisch 6 
IX sekretorisch 6 
I Übergang von Sekretion zu Proliferation 12 
V Übergang von Proliferation zu Sekretion 7 
IV irregulär proliferativ 8 
 
Legende: min. = Minimalwert; max. = Maximalwert 
4.3 Lichtmikroskopie 
4.3.1 Endometrium in situ 
Die wichtigsten histomorphologischen Befunde (Funktionsmorphologie, entzündliche und/ 
oder chronisch-degenerative Veränderungen) der herangezogenen endometrialen Gewebe-
proben können der Tab. 4.1 (S. 44) entnommen werden. 
 
4.3.2 Kokultivierung endometrialer Zellen auf Membraneinsätzen 
Während der Kultivierung war eine Begutachtung der Zellpopulationen ausschließlich mit 
Hilfe eines inversen Mikroskops (CK-2; Fa. Olympus, Hamburg) bei senkrechter Blickrich-
tung auf die Membran möglich. Aufgrund der dadurch bedingten optischen Überlagerung 
beider Zellpopulationen, welche auf den unterschiedlichen Seiten der Membran aufgesät 
wurden (s. Kap. 3.6.2, S. 34 ff., und Abb. 3.2, S. 36), konnte eine eingehende Auswertung 
der zytomorphologischen Charakteristika von EZ und SZ nicht erfolgen. Die Beurteilung war 
zudem durch die porendurchsetzte semipermeable Membran erheblich eingeschränkt. 
Eine detaillierte und unzweifelhafte morphologische Beurteilung der kokultivierten Zellen 
konnte ausschließlich am H.-E.-gefärbten Schnittpräparat durchgeführt werden (s. Kap. 






Im Rahmen der räumlich getrennten Kokultivierung mit stromalen Zellen nehmen die EZ, in 
Abhängigkeit vom Funktionszustand des Ausgangsmaterials, unterschiedlich große Anteile 
der Membranoberfläche ein (Tab. 4.4). 
Tab. 4.4: Betrachtung des relativen Anteils der von EZ bewachsenen Membranoberfläche 
bezogen auf die gesamte, innerhalb der Schnittebene vorhandene, Membran-
oberfläche. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) unter Hormonzu-
satz jeweils hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
EZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 



































E1 92,5 (1/100) * 40 70 90 
E2 86,5 (5/100) 5 95 15 
E3 85,0 (3/95) 5 85 95 
P1 70,0 (35/100) 35 50 100 
P2 95,0 (65/100) 20 65 65 
P3 83,5 (2/90) 5 60 95 
(P+E)1 92,5 (30/100) 10 65 80 
(P+E)2 75,0 (15/100) 3 100 95 
(P+E)3 88,5 (7/100) 2 55 90 
K 88,5 (5/100) 8 100 95 
Legende: EZ = Epithelzellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
Im Zuge der Kultivierung ohne Hormonsupplementierung bewachsen die EZ aus sekreto-
risch differenzierten Endometrien innerhalb der Schnittebene nach dem Erreichen der 
„scheinbaren Konfluenz“ (s. Kap. 4.2, S. 45) einen relativen Anteil von 5 % bis 100 % (Medi-
an: 88,5 %) der Membran-/Wachstumsoberfläche. Während dieser relative Anteil in Kokultu-
ren aus endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien  8 % (Zellisolierung aus 
sekret. bis prolif. differenziertem Endometrium) bzw. 100 % (Isolierung der Zellen aus prolif. 
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bis sekret. differenziertem Endometrium) beträgt, nehmen die EZ des irregulär proliferativ 
differenzierten Endometriums 95 % der Membranoberfläche innerhalb der Schnittebene ein. 
Unter den angewandten Hormonsupplementierungen bedecken Epithelzellen aus sekreto-
risch differenzierten Endometrien innerhalb der Schnittebene im Median 70 % (Versuchs-
gruppe P1) bis 95 % (P2) der Membranoberfläche. Ähnlich hohe Maximalwerte erreichen die 
EZ aus den Endometriumproben mit irregulär proliferativer und proliferativer bis sekreto-
rischer Funktionsmorphologie. 
Eine Ausnahme bilden die isolierten epithelialen Zellen des Endometriums im Übergang von 
einer sekretorischen zu einer proliferativen glandulären Differenzierung. Diese EZ bewach-
sen unter Hormonzusatz höchstens 40 % (E1) der Kulturoberfläche, während mehrheitlich 
jedoch Werte unter 10 % erreicht werden. Generell stellen letztere allerdings Prozentsätze 
dar, welche innerhalb der Schwankungsbreiten vergleichbar hormonsupplementierter Kokul-
turen aus sekretorisch differenzierten Endometrien liegen. 
Eine Übersicht über die Wachstumsdaten findet sich in der Tab. 4.4 (S. 47). Über ein ten-
denziell eingeschränktes bzw. weniger schnelles Wachstum von EZ aus endometrialem Ge-
webe mit sekretorischer bis proliferativer Funktionsmorphologie kann aufgrund der geringen 
Stichprobengröße (n = 1) abschließend keine Aussage getroffen werden. 
 
4.3.2.1.2 Zytomorphologie 
Insgesamt entsprechen die zytomorphologischen Charakteristika der kultivierten equinen 
endometrialen Epithelzellen den von BÖTTCHER (2011) beschriebenen Eigenschaften, so-
dass im Sinne einer besseren Vergleichbarkeit mit dessen Ergebnissen die Einteilung der 
verschiedenen Zelltypen für die vorliegende Arbeit übernommen wurde. Vereinfacht darge-
stellt, bilden die EZ im Rahmen der Kokultivierung neben einschichtigen auch mehrschichti-
ge Zelllagen aus. Bei ersteren können neben rundoval bis polygonal (Zelltyp 1) und 
spindelförmig (Zelltyp 2) wachsenden Zellen auch solche mit einer isoprismatischen Form 
(Zelltyp 3) beobachtet werden. In der Tab. 9.1 (Kap. 9.4, S. 124) sind die morphologischen 
Charakteristika der unterschiedlichen epithelialen Zelltypen detailliert dargestellt. 
Auf den prozentualen Anteil der einzelnen Zelltypen an der Gesamtzellpopulation der EZ 
wird im Folgenden unter Berücksichtigung der angewandten Hormonsupplementierungen 
sowie des jeweiligen funktionellen Status der endometrialen Ausgangsgewebe separat ein-
gegangen. 
EZ – Zelltyp 1 
Bei einer Kultivierung ohne Hormonsupplementierung machen rundoval bis polygonal wach-
sende EZ (Zelltyp 1; Abb. 4.1, S. 49) aus sekretorischen Endometrien innerhalb der Schnitt-
ebene 20 % bis 96 % (Median: 55 %) der Epithelzellgesamtpopulation aus. In Kokulturen aus 
endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien beträgt dieser relative Anteil 20 % 
(sekret. bis prolif.) bzw. 55 % (prolif. bis sekret.), während die Zytomorphologie der EZ des 
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irregulär proliferativ differenzierten Endometriums zu 35 % der des Zelltyps 1 entspricht (Tab. 
4.5). 
 
Abb. 4.1: Kokultur IX (P3). 
Zytomorphologie der epithelialen Zellen auf 
Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
EZ-Typ 1: rundovale bis polygonale Zellen 
(schwarzer Pfeil); Mitosefigur (Pfeilspitze). 
 




Tab. 4.5: Relativer Anteil des epithelialen Zelltyps 1 an der gesamten Epithelzellpopulation 
innerhalb der Schnittebene. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 
unter Hormonzusatz jeweils hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
EZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 












































t E1 75,0 (40/100) * 5 30 5 
E2 40,0 (0/67) 50 10 20 
E3 35,0 (15/64) 10 10 3 
P1 49,0 (2/95) 35 5 40 
P2 49,5 (25/89) 20 40 25 
P3 45,0 (20/84) 50 35 35 
(P+E)1 32,5 (10/88) 20 40 20 
(P+E)2 35,0 (0/77) 25 80 30 
(P+E)3 47,5 (0/67) 30 40 15 
K 55,0 (20/96) 20 55 35 
Legende: EZ = Epithelzellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
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Unter Hormonzusatz erreicht der relative Anteil dieses epithelialen Zelltyps in nahezu allen 
Versuchsgruppen, unabhängig vom Funktionszustand des endometrialen Ausgangsgewe-
bes, Werte von bis zu 50 %. Es werden lediglich zwei Ausnahmen beobachtet. In Kokulturen 
sekretorisch differenzierter Endometrien werden unter einer 17β-Östradiol-Supplementierung 
von 2,0 pg/ml (E1) zum Basismedium im Median 75 % EZ vom Zelltyp 1 beobachtet. In Ko-
kulturansätzen isolierter Zellen aus dem proliferativ bis sekretorisch differenzierten Endomet-
rium wird in der Versuchsgruppe (P+E)1 ein relativer Anteil dieses epithelialen Zelltyps von 
80 % erreicht. Diese beiden Ausnahmen sowie die relativ geringen Prozentwerte von     3 % 
(E3) bis 5 % (E1 bzw. P1), welche bei EZ aus irregulär proliferativ differenziertem Gewebe 
bzw. bei jenen aus funktionellen Übergangsstadien aufgezeigt werden können, weisen kei-
nen direkten Zusammenhang zu den einzelnen Hormonsupplementierungen auf. Die Kokul-
turen aus Endometrien mit einer sekretorischen Funktionsmorphologie zeigen innerhalb der 
einzelnen Versuchsgruppen z. T. sehr ausgeprägte Schwankungsbreiten mit Werten von 2 % 
bis 95 % (P1). Eine Übersicht zum Auftreten des Zelltyps 1 kann der Tab. 4.5 (S. 49) ent-
nommen werden. 
EZ – Zelltyp 2 
Bei einer Kultivierung ohne Hormonzusatz zum Basismedium stellen spindelförmige EZ (Zell-
typ 2; Abb. 4.4, S. 58) aus sekretorischen Endometrien innerhalb der Schnittebene 0 % bis 
50 % (Median: 15,5 %) der Epithelzellgesamtpopulation dar. Die Zytomorphologie der EZ 
des irregulär proliferativ differenzierten Endometriums entspricht zu 15 % der des Zelltyps 2, 
während in Kokulturen aus endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien dieser 
relative Anteil 80 % (sekret. bis prolif.) bzw. 0 % (prolif. bis sekret.) beträgt. 
Nach erfolgter Hormonsupplementierung an Kokulturen aus sekretorisch differenzierten En-
dometrien stellen die EZ des Zelltyps 2 innerhalb der Schnittebene im Median 6 % (E1) bis 
50 % (P1) der Epithelzellgesamtpopulation. In den einzelnen Versuchsgruppen wird dabei 
eine deutliche Divergenz der Minimal- und Maximalwerte beobachtet, welche in Einzelfällen 
von 0 % bis 98 % (P1) reicht. 
Kokulturen aus Zellen der Endometrien in funktionellen Übergangsstadien sowie dem irregu-
lär proliferativ differenzierten Ausgangsmaterial zeigen unter Hormonzusatz mehrheitlich 
prozentuale Anteile des Zelltyps 2 von über 50 %. Nur vereinzelt werden Werte von 10 % 
(irreg. prolif., P1) bzw. 15 % (prolif. bis sekret., [P+E]2) nachgewiesen. In Tab. 4.6 (S. 51) 
sind die erhobenen Werte zusammenfassend dargestellt. 
Deutliche Tendenzen, insbesondere in Bezug auf einen Einfluss der zugesetzten Steroid-







Tab. 4.6: Relativer Anteil des epithelialen Zelltyps 2 an der gesamten Epithelzellpopulation 
innerhalb der Schnittebene. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 
unter Hormonzusatz jeweils hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
EZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 












































t E1 6,0 (0/60) * 95 70 95 
E2 22,5 (10/100) 50 90 80 
E3 44,0 (18/80) 90 90 97 
P1 50,0 (0/98) 65 95 10 
P2 12,5 (2/65) 80 60 65 
P3 47,5 (8/80) 50 65 65 
(P+E)1 30,0 (5/75) 80 60 80 
(P+E)2 37,5 (3/95) 75 15 70 
(P+E)3 10,0 (8/100) 70 60 85 
K 15,5 (0/50) 80 0 15 
Legende: EZ = Epithelzellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
EZ – Zelltyp 3 
Im Zuge einer Kultivierung ohne Hormonsupplementierung machen isoprismatische EZ (Zell-
typ 3; Abb. 4.2, S. 52) aus sekretorischen Endometrien innerhalb der Schnittebene 0 % bis  
30 % (Median: 0,5 %) der Epithelzellgesamtpopulation aus. Während dieser relative Anteil in 
Kokulturen aus endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien 0 % (sekret. bis 
prolif.) bzw. 10 % (prolif. bis sekret.) beträgt, entspricht die Zytomorphologie der EZ des irre-
gulär proliferativ differenzierten Endometriums zu 25 % der des Zelltyps 3. 
Unter dem Zusatz von 17β-Östradiol und/oder Progesteron zum Basismedium erreicht der 
Zelltyp 3 von kokultivierten EZ aus sekretorisch differenzierten Endometrien im Median bis 
zu 7,5 % (E2). Mehrheitlich nimmt dieser Zelltyp in den Versuchsgruppen jedoch einen Me-
dianwert von 1 % oder weniger ein. Die maximale Divergenz der Minimal- und Höchstwerte 
innerhalb der Versuchsgruppen beträgt 0 % bis 45 % (E2). 
Bei Kultivierung der EZ aus den unterschiedlichen funktionellen Übergangsstadien sowie 
dem irregulär proliferativ differenzierten Endometrium bilden diese in den Versuchsgruppen, 
unabhängig vom Hormonzusatz, den Zelltyp 3 mehrheitlich nicht aus. Der verzeichnete pro-
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zentuale Maximalwert liegt bei lediglich 5 % und wird ausschließlich in Kokulturen aus den 
Proben der proliferativ bis sekretorisch sowie irregulär proliferativ differenzierten Endomet-
rien erreicht. Eine Übersicht der Daten kann der Tab. 4.7 entnommen werden. 
Tab. 4.7: Relativer Anteil des epithelialen Zelltyps 3 an der gesamten Epithelzellpopulation 
innerhalb der Schnittebene. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 
unter Hormonzusatz jeweils hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
EZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 












































t E1 0,5 (0/30) * 0 0 0 
E2 7,5 (0/45) 0 0 0 
E3 1,0 (0/16) 0 0 0 
P1 0 (0/25) 0 0 5 
P2 6,5 (0/40) 0 0 0 
P3 0 (0/5) 0 0 0 
(P+E)1 0 (0/5) 0 0 0 
(P+E)2 1,0 (0/35) 0 5 0 
(P+E)3 6,0 (0/35) 0 0 0 
K 0,5 (0/30) 0 10 25 
Legende: EZ = Epithelzellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
 
 
Abb. 4.2: Kokultur V (K). 
Zytomorphologie der epithelialen Zellen auf 
Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
EZ-Typ 3: isoprismatische Zellen  
(schwarzer Pfeil). 
 






EZ – Zelltyp M 
Bei einer Kultivierung ohne Hormonzusatz zum Basismedium macht ein mehrschichtiges 
Wachstum der EZ (Zelltyp M; Abb. 4.3) aus sekretorischen Endometrien innerhalb der 
Schnittebene 0 % bis 60 % (Median: 6,0 %) der Epithelzellgesamtpopulation aus. Die Zyto-
morphologie der EZ des irregulär proliferativ differenzierten Endometriums entspricht zu     
25 % der des Zelltyps M, während in Kokulturen aus endometrialem Gewebe in funktionellen 
Übergangsstadien dieser relative Anteil 0 % (sekret. bis prolif.) bzw. 35 % (prolif. bis sekret.) 
beträgt. 
Die epithelialen Zellen aus sekretorisch differenzierten Endometrien machen innerhalb der 
Schnittebene in fünf von neun Versuchsgruppen unter Hormonsupplementierung einen Anteil 
von im Median 0,5 % bis 4,5 % der Epithelzellgesamtpopulation aus, während in den übrigen 
vier Versuchsgruppen keine Typ-M-EZ beobachtet werden. Trotz der relativ niedrigen Medi-
anwerte treten Schwankungsbreiten von maximal 0 % bis 70 % ([P+E]1) auf. 
Isolierte und kokultivierte EZ aus endometrialem Gewebe in einem funktionellen Übergangs-
stadium lassen unter Hormonzusatz innerhalb der Schnittebene nie ein mehrschichtiges 
Wachstum erkennen. Dies trifft ebenfalls auf die Mehrzahl der Kokulturen aus Zellen des 
irregulär proliferativ differenzierten Endometriums zu. Lediglich in zwei Versuchsgruppen 
kann hier ein relativer Anteil des Zelltyps M von 10 % (P2) bis 45 % (P1) nachgewiesen wer-
den. Ein Zusammenhang zu den jeweils supplementierten Hormonen bzw. deren Konzentra-
tionen wird anhand der Datensätze, welche in Tab. 4.8 (S. 54) aufgeführt sind, nicht 
offensichtlich. 
 
Abb. 4.3: Kokultur VI (E2). 
Zytomorphologie der epithelialen Zellen  
auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
EZ-Typ 1: rundovale bis polygonale Zellen 
(schwarzer Pfeil). 
EZ-Typ M: mehrschichtiges Wachstum 
(Pfeilspitzen). 










Tab. 4.8: Relativer Anteil des epithelialen Zelltyps M an der gesamten Epithelzellpopulation 
innerhalb der Schnittebene. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 
unter Hormonzusatz jeweils hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
EZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 













































t E1 0 (0/60) * 0 0 0 
E2 1,5 (0/50) 0 0 0 
E3 0 (0/60) 0 0 0 
P1 0,5 (0/5) 0 0 45 
P2 0,5 (0/60) 0 0 10 
P3 0,5 (0/50) 0 0 0 
(P+E)1 0 (0/70) 0 0 0 
(P+E)2 0 (0/55) 0 0 0 
(P+E)3 4,5 (0/45) 0 0 0 
K 6,0 (0/60) 0 35 25 
Legende: EZ = Epithelzellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
4.3.2.2 Stromazellen 
4.3.2.2.1 Wachstum 
Bei einer Kokultivierung mit EZ und ohne Hormonzusatz (Kontrollgruppe) bedecken die SZ 
sekretorischer Endometrien die Wachstumsoberfläche zum Zeitpunkt der „scheinbaren Kon-
fluenz“ innerhalb der Schnittebene zu 3 % bis 95 % (Median: 75 %). Stromale Zellen aus 
endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien bewachsen 100 % (sekret. bis 
prolif.) bzw. 90 % (prolif. bis sekret.) der Membran, während die SZ des irregulär proliferativ 
differenzierten Endometriums in der Schnittebene 85 % der Membranoberfläche einnehmen. 
In Tab. 4.9 (S. 55) erfolgt eine Übersichtsdarstellung der relativ bewachsenen Fläche in Be-






Tab. 4.9: Betrachtung des relativen Anteils der von SZ bewachsenen Membranoberfläche 
bezogen auf die gesamte, innerhalb der Schnittebene vorhandene, Membran-
oberfläche. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) unter Hormonzu-
satz jeweils hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
SZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 



































E1 62,5 (20/85) * 30 75 65 
E2 77,5 (55/100) 90 95 35 
E3 75,0 (30/90) 60 85 90 
P1 77,5 (10/100) 95 65 95 
P2 81,5 (42/100) 97 65 98 
P3 77,5 (38/90) 97 40 95 
(P+E)1 57,5 (30/95) 80 90 95 
(P+E)2 45,0 (15/95) 100 70 95 
(P+E)3 72,5 (30/100) 95 75 95 
K 75,0 (3/95) 100 90 85 
Legende: SZ = Stromazellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
Hierbei ist ersichtlich, dass stromale Zellen aus sekretorisch differenzierten Endometrien, 
unter dem Zusatz von 17β-Östradiol und/oder Progesteron zum Basismedium, im Median 
mindestens 45 % ([P+E]2) und höchstens 81,5 % (P2) der Wachstumsoberfläche bedecken. 
Trotz der relativ ausgeprägten Divergenzen der Minimal- und Maximalwerte innerhalb der 
einzelnen Versuchsgruppen, welche von 10 % bis 100 % (P1) reichen können, liegt die 
Mehrzahl der Medianwerte bei den einzelnen Hormonsupplementierungen nahe dem Wert 
der Kontrollgruppe (Median: 75 %). 
Die Kulturen der SZ aus endometrialem Gewebe in den unterschiedlichen funktionellen   
Übergangsstadien (n = 2) sowie dem irregulär proliferativ differenzierten Endometrium wei-
sen unter Einwirkung der verwendeten Steroidhormone vergleichbare Ergebnisse auf. Dabei 
bewachsen die stromalen Zellen, je nach endometrialem Funktionszustand des Ausgangs-
materials, 30 % bis 100 % (sekret. bis prolif.), 40 % bis 95 % (prolif. bis sekret.) bzw. 35 % 
bis 98 % (irreg. prolif.) der angeschnittenen Membranoberfläche. Die Mehrzahl der Einzel-
werte liegt auch hier nahe des Prozentsatzes der jeweiligen Kontrollgruppe. Lediglich die SZ 
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der Gewebeprobe aus dem Übergangsstadium der Proliferation zur Sekretion nehmen unter 
den verschiedenen Steroidhormonsupplementierungen mehrheitlich einen deutlich geringe-
ren Anteil im Vergleich zur Kontrollgruppe (90 %) ein. Klare Tendenzen bzw. eine offensicht-
liche Beeinflussung der Proliferationsintensität der SZ durch die Steroidhormonsupple-
mentierung sind anhand der erhobenen Datensätze nicht erkennbar. 
 
4.3.2.2.2 Zytomorphologie 
Die zytomorphologischen Charakteristika der kultivierten equinen endometrialen Stromazel-
len sind mit denen der von BÖTTCHER (2011) für die Monokultur beschriebenen vergleich-
bar. Daher wurde, wie auch bei den Epithelzellen, die Einteilung der verschiedenen Zelltypen 
von diesem Autor übernommen. 
Im Rahmen der räumlich getrennten Kokultivierung mit epithelialen Zellen bilden die SZ ein- 
oder mehrschichtige Zellrasen aus. In Bereichen mit einschichtigem Wachstum lassen sich 
überdies zwei verschiedene morphologische Zelltypen unterscheiden, welche sich durch 
eine rundovale bis polygonale Zellform (Zelltyp 1) auszeichnen bzw. eine spindelige Form 
(Zelltyp 2) aufweisen. In Tab. 9.2 (Kap. 9.4, S. 125) sind die zytologischen Charakteristika 
der einzelnen stromalen Zelltypen ausführlich dargestellt. Auf ihren prozentualen Anteil an 
der gesamten Stromazellpopulation wird im Folgenden unter Berücksichtigung der ange-
wandten Hormonsupplementierungen sowie des jeweiligen funktionellen Status des endo-
metrialen Ausgangsgewebes detailliert eingegangen. 
SZ – Zelltyp 1 
In den untersuchten Proben ohne Hormonsupplementierung können rundoval bis polygonal 
wachsende SZ (Zelltyp 1) ausschließlich in den Kokulturen aus Zellen des irregulär prolifera-
tiv differenzierten Endometriums beobachtet werden, wo sie innerhalb der Schnittebene     
10 % der Membranoberfläche einnehmen. 
Unter der Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen und Kombinationen von Progesteron 
und/oder 17β-Östradiol stellen SZ dieses Zelltyps in Kulturansätzen aus sekretorisch diffe-
renziertem Ausgangsgewebe im Median höchstens 1 % der Stromazellgesamtpopulation. 
Mehrheitlich ist der Zelltyp 1 in den Ansätzen der einzelnen Versuchsgruppen nicht vertreten. 
Die maximale Divergenz der Minimal- und Höchstwerte, welche unter Hormonsupplementie-
rung beobachtet wird, reicht von 0 % bis 24 % (P1). 
SZ des Zelltyps 1 können in Kokulturen von Gewebeproben aus funktionellen Übergangs-
stadien sowie dem irregulär differenzierten Endometrium in einem Großteil der Ansätze nicht 
nachgewiesen werden. Maximalwerte, welche in einzelnen Versuchsgruppen unter Hormon-
supplementierung erreicht werden, betragen 25 % (sekret. bis prolif., [P+E]3), 20 % (prolif. 
bis sekret., P1) bzw. 5 % (irreg. prolif., E2 und P3). Dabei liegen diese Höchstwerte mehr-
heitlich innerhalb der beobachteten Schwankungsbreiten vergleichbar kultivierter Proben aus 
sekretorisch differenziertem endometrialem Gewebe. 
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Insgesamt verdeutlichen die erhobenen Daten, welche der Tab. 4.10 entnommen werden 
können, dass rundoval bis polygonal wachsende SZ im vorliegenden Kokulturmodell kaum 
beobachtet werden können. Ein Einfluss der supplementierten Hormone ist nicht ersichtlich. 
Tab. 4.10: Relativer Anteil des stromalen Zelltyps 1 an der gesamten Stromazellpopulation. 
Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) unter Hormonzusatz jeweils 
hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
SZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 













































t E1 0 (0/2) * 5 0 0 
E2 0 (0/5) 7 0 5  
E3 0,5 (0/15) 5 0 0 
P1 0 (0/24) 0 20 0 
P2 0,5 (0/10) 0 2 0 
P3 1,0 (0/10) 0 0 5 
(P+E)1 0 (0/5) 0 0 0 
(P+E)2 0 (0/20) 17 0 0 
(P+E)3 0 (0/1) 25 0 0 
K 0 (0/0) 0 0 10 
Legende: SZ = Stromazellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
SZ – Zelltyp 2 
Im Zuge einer Kultivierung ohne Hormonsupplementierung machen spindelförmige SZ (Zell-
typ 2; Abb. 4.4, S. 58) aus sekretorischen Endometrien innerhalb der Schnittebene 50 % bis 
100 % (Median: 99 %) der Stromazellgesamtpopulation aus. Während dieser relative Anteil 
in Kokulturen aus endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien 70 % (sekret. 
bis prolif.) bzw. 100 % (prolif. bis sekret.) beträgt, entspricht die Zytomorphologie der SZ des 




Abb. 4.4: Kokultur V (E1). 
Zytomorphologie der stromalen Zellen auf 
Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
SZ-Typ 2: spindelige Zellen (Pfeile). 
 





Tab. 4.11: Relativer Anteil des stromalen Zelltyps 2 an der gesamten Stromazellpopulation. 
Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) unter Hormonzusatz jeweils 
hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
SZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 













































t E1 97,5 (40/100) * 95 70 100 
E2 94,0 (40/100) 90 100 95 
E3 97,0 (55/100) 90 95 90 
P1 91,5 (16/100) 95 80 75 
P2 80,0 (29/100) 90 98 80 
P3 94,0 (50/100) 90 100 70 
(P+E)1 78,5 (30/100) 100 70 100 
(P+E)2 96,5 (30/100) 77 85 90 
(P+E)3 99,5 (20/100) 60 100 65 
K 99,0 (50/100) 70 100 40 
Legende: SZ = Stromazellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-




Nach Hormonsupplementierung erreichen die SZ aus den sekretorisch differenzierten En-
dometrien in der Mehrzahl der Versuchsgruppen im Median einen Anteil des Zelltyps 2 von 
über 90 %. Lediglich in Einzelfällen macht dieser stromale Zelltyp 78,5 % (Median, [P+E]1) 
bzw. 80 % (Median, P2) an der Stromazellgesamtpopulation aus. Die Schwankungsbreiten 
unter dem Einwirken der einzeln sowie kombiniert supplementierten Steroidhormone sind 
relativ ausgeprägt und liegen maximal bei 16 % bis 100 % (P1). 
SZ aus den unterschiedlichen funktionellen Übergangsstadien sowie dem irregulär prolifera-
tiv differenzierten Endometrium weisen unter Hormonzusatz ebenfalls vergleichbar hohe 
Anteile spindeliger Zellen auf. Dabei werden unabhängig vom endometrialen Funktionszu-
stand der herangezogenen Proben in über der Hälfte aller Versuchsgruppen Werte von      
90 % und höher erreicht. In Tab. 4.11 (S. 58) sind die Ausführungen über den stromalen Zell-
typ 2 in einer Übersicht dargestellt. 
SZ – Zelltyp M 
Bei einer Kultivierung ohne Hormonzusatz zum Basismedium stellen mehrschichtig wach-
sende SZ (Zelltyp M; Abb. 4.5) aus sekretorischen Endometrien innerhalb der Schnittebene 
0 % bis 50 % (Median: 1 %) der Stromazellgesamtpopulation dar. Die Zytomorphologie der 
SZ des irregulär proliferativ differenzierten Endometriums entspricht zu 50 % der des Zelltyps 
M, während in Kokulturen aus endometrialem Gewebe in funktionellen Übergangsstadien 
dieser relative Anteil 30 % (sekret. bis prolif.) bzw. 0 % (prolif. bis sekret.) beträgt. 
 
Abb. 4.5: Kokultur II ([P+E]2). 
Zytomorphologie der stromalen Zellen auf 
Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
SZ-Typ M: mehrschichtiges Wachstum 
(schwarzer Pfeil). 
 




In den Kokulturen aus sekretorisch differenzierten Endometrien werden unter Hormonzusatz 
Medianwerte zwischen 0 % ([P+E]3) und 21,5 % ([P+E]1) erreicht, wobei im Median mehr-
heitlich weniger als 10 % dieses Zelltyps verzeichnet werden. In den einzelnen Versuchs-
gruppen können Schwankungsbreiten von maximal 0 % bis 80 % ([P+E]3) beobachtet 
werden. 
Die kultivierten SZ aus den drei gesondert aufgeführten Proben bilden in einer Vielzahl der 
Versuchsgruppen keine mehrschichtigen Zellverbände aus. Maximal werden, je nach Funk-
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tionszustand des aufgearbeiteten endometrialen Gewebes, Werte von 15 % (sekret. bis 
prolif.), 30 % (prolif. bis sekret.) oder 35 % (irreg. prolif.) erreicht. Ein Zusammenhang zwi-
schen der jeweils eingesetzten Hormonsupplementierung und dem relativen Anteil des Zell-
typs M an der Stromazellgesamtpopulation kann anhand der erhobenen Datensätze nicht 
nachgewiesen werden (s. Tab. 4.12). 
Tab. 4.12: Relativer Anteil des stromalen Zelltyps M an der gesamten Stromazellpopulation. 
Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) unter Hormonzusatz jeweils 
hervorgehoben. 
 endometrialer Funktionszustand 
SZ Versuchs- gruppe 
sekretorisch 
(n = 6) 
sekret. bis 
prolif. 
(n = 1) 
prolif. bis 
sekret. 
(n = 1) 
irreg. prolif. 















































t E1 1,0 (0/60) * 0 30 0 
E2 5,0 (0/60) 3 0 0 
E3 2,0 (0/30) 5 5 10 
P1 8,5 (0/60) 5 0 25 
P2 20,0 (0/70) 10 0 20 
P3 2,5 (0/50) 10 0 25 
(P+E)1 21,5 (0/65) 0 30 0 
(P+E)2 2,5 (0/70) 6 15 10 
(P+E)3 0 (0/80) 15 0 35 
K 1,0 (0/50) 30 0 50 
Legende: SZ = Stromazellen; E = 17β-Östradiol-Zusatz; P = Progesteron-Zusatz; K = Kon-
trolle; n = Stichprobengröße; * Median (Min./Max.) 
4.3.3 Zusammenfassung der morphologischen Befunde 
4.3.3.1 Wachstum 
Insgesamt bewachsen equine endometriale Epithel- und Stromazellen unabhängig vom 
Funktionszustand des Ausgangsgewebes sowie dem Zusatz von 17β-Östradiol und/oder 
Progesteron zum Basismedium vergleichbar große Anteile der angeschnittenen Membran-
oberfläche. Mit Ausnahme einzelner Ausreißer bedecken beide Zellpopulationen zum Zeit-
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punkt der „scheinbaren Konfluenz“ innerhalb der Schnittebene ihre Seite der Membran-
oberfläche zu mehr als 75 %. 
 
4.3.3.2 Zytomorphologie 
Epitheliale sowie stromale Zellen bilden im Rahmen der Kokultivierung einschichtige oder 
mehrschichtige Zelllagen aus. Während die SZ in Bereichen mit einschichtigem Wachstum 
zwei verschiedene zelluläre Morphologien zeigen können, weisen die EZ in entsprechenden 
Arealen bis zu drei unterschiedliche Zellformen auf. 
Equine endometriale Epithelzellen – rundoval bis polygonal wachsende EZ (Zelltyp 1) 
treten innerhalb der Schnittebene selten bis gelegentlich auf. Demgegenüber können spin-
delförmige EZ (Zelltyp 2) gelegentlich bis häufig nachgewiesen werden und bilden die über-
wiegende Mehrheit der EZ im vorliegenden Kokulturmodell. Sowohl eine isoprismatische 
Zellform (Zelltyp 3) als auch ein mehrschichtiges Wachstum (Zelltyp M) der EZ wird inner-
halb der Schnittebene selten bis nie beobachtet. 
Equine endometriale Stromazellen – während rundoval bis polygonal wachsende SZ (Zell-
typ 1) im vorliegenden Kokulturmodell selten bis nie nachgewiesen werden, treten spindel-
förmige SZ (Zelltyp 2) sehr häufig innerhalb der Schnittebene auf und repräsentieren somit 
den überwiegenden Anteil der Stromazellpopulation. Ein mehrschichtiges Wachstum (Zell-
typ M) der SZ wird generell selten beobachtet. 
Insgesamt kann anhand der erhobenen Daten kein Einfluss der zugesetzten Steroidhormone 
auf die Häufigkeitsausprägung der einzelnen EZ- und SZ-Typen festgestellt werden. Darüber 
hinaus fanden sich, auch unter Berücksichtigung der geringen Stichprobengröße, keine ein-
deutigen Einflüsse der endometrialen Funktionsmorphologie zum Zeitpunkt der Zellisolierung 
auf die Morphologie der Zellen in vitro. 
 
4.4 Immunhistologie und -zytologie 
4.4.1 Endometrium in situ 
Während eine Endometriumprobe von jeder Stute stets der Aufarbeitung im Zellkulturlabor 
zugeführt wurde, erfolgte an dem jeweils parallel entnommenen Gewebematerial neben ei-
ner (patho-)histologischen Auswertung (s. Kap. 4.3.1, S. 46) ebenfalls eine immunhistologi-
sche Untersuchung zum Nachweis von Zytokeratin 19, PR und ERα sowie UG und CAL. Im 
Folgenden wird auf die zelluläre Expression der Antigene (Zellart, Reaktionsmuster, Expres-
sionsintensität) sowie die Verteilung innerhalb des Endometriums eingegangen. 
 
4.4.1.1 Zytokeratin 19 
Das Expressionsverhalten von Zytokeratin 19 in den einzelnen Epithelzellfraktionen bzw. der 
fehlende Nachweis in den stromalen Zellen der untersuchten Proben (n = 9) (s. Abb. 4.6, S. 
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62) entspricht den von BÖTTCHER (2011) beschriebenen Gegebenheiten, der im Rahmen 
von Monokulturversuchen endometriales Gewebe zyklischer und anöstrischer Donortiere 
untersucht hat (s. Kap. 2.1.2, S. 2). 
 
Abb. 4.6: Endometrium VII in situ. 
Mäßige bis starke Zytokeratin-19-Expres-
sion in den Drüsen innerhalb endometro-
tischer Herde (E); schwache bis mäßige 
Expression von Zytokeratin 19 in den um-




Immunhistologie Zytokeratin 19 
4.4.1.2 Östrogenrezeptor α und Progesteronrezeptor 
Im Rahmen der immunhistologischen Untersuchung der endometrialen Proben (n = 9) kön-
nen zyklusabhängige Variationen in der intranukleären Expression von Östrogenrezeptor α- 
und Progesteronrezeptor-Antigen beobachtet werden (s. Abb. 4.7 sowie 4.8, S. 63). Diese 
entsprechen den in der Literatur beschriebenen Verhältnissen im Endometrium zyklischer 
und anöstrischer Stuten (ÖZGEN 1999, AUPPERLE et al. 2000, 2003) (s. Kap. 2.1.4., S. 7 
f.). 
 
Abb. 4.7: Endometrium I in situ. 
Endometrium im Übergang von der Sekreti-
ons- zur Proliferationsphase. 
Mittelgradige intranukleäre Expression von 
ERα in nahezu allen Drüsenepithelzellen 












Abb. 4.8: Endometrium I in situ. 
Endometrium im Übergang von der Sekreti-
ons- zur Proliferationsphase. 
Mittel- bis hochgradige intranukleäre Ex-
pression von PR in nahezu allen stromalen 
Zellen; Drüsenepithelzellen negativ für den 





4.4.1.3 Uteroglobin und CalbindinD9k 
Die beiden uterinen Proteine können immunhistologisch mit variabler Intensität in den 
glanduären Epithelzellen sowie vereinzelt im Bereich des luminalen Epithels nachgewiesen 
werden (Abb. 4.9 und 4.10, S. 64). Dabei entsprechen das Verteilungs- und Expressions-
muster sowie die zyklusabhängigen Variationen jenen in der Literatur beschriebenen Ver-
hältnissen im Endometrium zyklischer Stuten (HOFFMANN 2006) (s. Kap. 2.2.4, S. 11 f.). 
 
Abb. 4.9: Endometrium IX in situ. 
Endometrium während der Sekretionspha-
se. 
Vorwiegend apikales intrazytoplasmati-
sches Expressionsmuster des UG (Pfeile) 







Abb. 4.10: Endometrium II in situ. 
Endometrium während der Sekretionspha-
se. 
Innerhalb eines Drüsenquerschnittes ein-
zelne hochgradig immunopositive EZ und 
daneben EZ mit schwach positiver oder 
fehlender CAL-Expression (sog. „mosaikar-
tiges“ Reaktionsmuster) (Stern); Expression 
vorwiegend diffus intrazytoplasmatisch so-
wie vereinzelt intranukleär (Pfeile). 
Immunhistologie CalbindinD9k 
4.4.2 Kokultur endometrialer Zellen auf Membraneinsätzen 
Eine immunzytologische Untersuchung zum Nachweis von Zytokeratin 19 wurde an den ein-
zelnen Kontrollgruppen der Kokulturansätze durchgeführt, um die erzielte Kulturreinheit bei-
der Zellpopulationen zu ermitteln. Darüber hinaus erfolgte der immunzytologische Nachweis 
von PR und ERα sowie UG und CAL an allen Kokulturansätzen. Auf die zelluläre Expression 
der aufgeführten Antigene, unter Berücksichtigung von Zellart, Zelltyp und Reaktionsmuster, 
sowie die Verteilung innerhalb der Zellen wird im Folgenden detailliert eingegangen. 
 
4.4.2.1 Zytokeratin 19 
In den Kokulturansätzen exprimieren alle epithelialen Zellen Zytokeratin 19 mit einer über-
wiegend mäßigen bis starken Reaktionsintensität (s. Abb. 4.11). Diese korreliert dabei nicht 
mit der Funktionsmorphologie des jeweiligen endometrialen Ausgangsgewebes. 
 
Abb. 4.11: Kokultur III (K). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Mittel- bis hochgradige intrazytoplasma-
tische, diffuse Expression von Zytokeratin 
19 in den EZ (Pfeilspitzen). 
SZ negativ für den Nachweis von Zyto-
keratin 19 (Pfeil). 
 
Immunzytologie Zytokeratin 19 
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Das Reaktionsprodukt tritt vornehmlich diffus auf und besitzt entweder eine rein homogene 
(Zelltyp 2) oder eine homogene bis feinwabige und teils plaqueartig aggregierte Struktur 
(Zelltypen 1, 3 und M). 
Innerhalb der SZ-Population können nur vereinzelt Zytokeratin-19-positive Zellen (n = 3) be-
obachtet werden, welche in diesen Ansätzen 2 % (KNr. VIII) bis maximal 5 % (KNr. II und IV) 
der auswertbaren (Schnittebene) stromalen Zellen ausmachen. Hierbei sind ausschließlich 
Zellen des Typs M und einzelne spindelförmige Zellen betroffen, wobei das Reaktionspro-
dukt diffus intrazytoplasmatisch und mit einer homogenen bis feinwabigen Struktur auftritt. 
4.4.2.2 Östrogenrezeptor α und Progesteronrezeptor 
Die Epithel- und Stromazellen der Kokulturansätze reagieren nur in Einzelfällen positiv für 
den Nachweis der beiden Steroidhormonrezeptoren (s. Tab. 4.13 und 4.14, S. 66). Dabei ist 
das Expressionsmuster dieser Proteine ausschließlich intrazytoplasmatisch lokalisiert. In 
Anlehnung an die von THEUß (2011) beschriebenen immunzytologischen Reaktionsmuster 
der Rezeptoren, können in der vorliegenden Arbeit diffus-wabige und/oder plaqueartig     
basolateral gelegene Präzipitate beobachtet werden (s. Abb. 4.12, S. 68). Diffus-
intrazytoplasmatisch, plaqueartig-apikal oder plaqueartig-multifokal verteilte Reaktionspro-
dukte finden sich dagegen nicht. Die Expressionsintensität reicht insgesamt von dezent bis 
geringgradig. 
Weder die EZ noch die SZ der Kontrollgruppen zeigen eine Expression der beiden Steroid-
hormonrezeptoren. 











VI (P+E)3 EZ (14 % des 
Zelltyps 1) diffus-wabig (+) bis + 
VII P2 
EZ (95 % des 
Zelltyps 2) 
SZ (20 % des 
Zelltyps M) 
diffus-wabig (EZ, 
SZ) bis plaqueartig 
basolateral (EZ) 
EZ: + 
SZ: (+) bis + 
VIII P1 P2 
EZ (15 % [P1] 
bzw. 5 % [P2] 




Legende: EZ = Epithelzellen; SZ = Stromazellen; (+)=dezent; + = geringgradig 
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Östrogenrezeptor α kann ausschließlich in einzelnen Kokulturansätzen von Zellen aus sek-
retorisch differenziertem Ausgangsgewebe (n = 3, KNr. VI, VII u. VIII; Tab. 4.13, S. 65) nach-
gewiesen werden. Die EZ und SZ der Kulturen aus den verbliebenen sekretorischen 
Endometrien (n = 3; KNr. II, III und IX) sowie jenen der funktionellen Übergangsstadien (n = 
2) und des irregulär proliferativ differenzierten Gewebes zeigen keine ERα-Expression. 
Für die Kokulturansätze aus endometrialen Zellen der KNr. VI und VII kann die Expression 
des Steroidhormonrezeptors nur in jeweils einer Versuchsgruppe belegt werden. Demge-
genüber reagieren die EZ der KNr. VIII bei zwei Ansätzen mit Hormonsupplementierung (P1 
und P2) positiv für den Nachweis von ERα. Innerhalb der Epithelzellpopulation kann ERα 
ausschließlich in Typ-1- und Typ-2-EZ beobachtet werden, wobei innerhalb der Schnittebene 
ein relativer Anteil von 5 % bis 15 % (Typ 1) bzw. 95 % (Typ 2) der entsprechenden Zellen 
ein Reaktionsprodukt aufweist. Stromale Zellen exprimieren nur in einem Einzelfall (KNr. VII, 
P2) ERα und dies ausschließlich in Typ-M-SZ. Der relative Anteil positiv reagierender Zellen 
an der Gesamtpopulation dieses Zelltyps beträgt 20 %. 
 
 
Abb. 4.12: Kokultur VII (P2). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Geringgradige diffus-wabige Expression 
von ERα im Zytoplasma von Typ-2-EZ 
(Pfeilspitzen und s. Inset), dezente bis  
geringgradge intrazytoplasmatische ERα-
Expression in Typ-M-SZ (Pfeile und s. 
Inset). 
Immunzytologie Östrogenrezeptor α 
Progesteronrezeptoren können nur in einer einzelnen Kokultur (P1) aus Zellen eines sekre-
torisch differenzierten Endometriums (KNr. VII) nachgewiesen werden. Das immunzytologi-
sche Reaktionsprodukt ist ausschließlich in Typ-1-EZ zu beobachten, wobei ein relativer 
Anteil von 40 % der entsprechenden Zellen positiv reagiert (s. Abb. 4.13, S. 66). 











VII P1 EZ (40 % des 
Zelltyps 1) diffus-wabig (+) 




Abb. 4.13: Kokultur VII (P1). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Dezente diffus-wabige Expression von PR 
im Zytoplasma von Typ-1-EZ (Pfeilspitze 
und s. Inset). 
 




Die Epithel- und Stromazellen der Kokulturansätze exprimieren in unterschiedlichem Umfang 
Uteroglobin. Unabhängig von der hormonellen Supplementierung zum Basismedium ist das 
Protein ausschließlich intrazytoplasmatisch nachweisbar, wobei verschiedene Expressions-
muster beobachtet werden können. Das immunzytologische Reaktionsprodukt tritt als fein- 
und/oder grobgranuläres, plaqueartig aggregiertes oder wabig strukturiertes Präzipitat in 
Erscheinung. Neben einem diffusen Verteilungsmuster, wird auch ein multifokales Auftreten, 
welches basolateral, apikal oder diskret membranös akzentuiert sein kann, nachgewiesen. 
Die Expressionsintensität liegt vornehmlich im Bereich von dezent bzw. dezent bis gering-
gradig. In Einzelfällen kann diese jedoch auch gering- bis mittelgradig stark ausgeprägt sein. 
Unter Berücksichtigung der Funktionsmorphologie des endometrialen Ausgangsgewebes 
wird im Folgenden detailliert auf den immunzytologischen Nachweis von UG in den unter-
schiedlichen epithelialen und stromalen Zelltypen eingegangen. 
 
4.4.2.3.1 Endometriales Gewebe aus dem Östrus 
Die Zellen der Kokulturansätze aus dem sekretorisch bis proliferativ differenzierten Endomet-
rium (KNr. I) exprimieren in keinem Fall UG (s. Tab 4.15, S. 68). Hingegen können in den 
Kokulturen der KNr. V (prolif. bis sekret.) in allen Ansätzen positiv reagierende EZ nachge-
wiesen werden, welche nahezu ausschließlich vom Typ 1 sind. So weisen, je nach Ver-
suchsgruppe, 5 % (P3) bis 40 % (P2) der innerhalb der Schnittebene gelegenen Vertreter 
dieses Zelltyps UG-Präzipitate auf. Im Gegensatz dazu tritt das Protein in spindeligen EZ, 
welche einen durchgängig hohen Anteil an der epithelialen Gesamtzellpopulation ausma-
chen (s. Tab. 4.6, S. 51), kaum auf. Ausschließlich in einem Einzelfall (P2) reagieren 5 % der 
spindeligen EZ immunopositiv. 
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Tab. 4.15: Relativer Anteil der immunopositiven (UG) EZ vom Typ 1, 2, 3 und M in Bezug 
zur Gesamtpopulation des jeweiligen Zelltyps innerhalb der Schnittebene. Auflis-
tung entsprechend des endometrialen Funktionszustandes: sekret. bis prolif. 
(Wert 1), prolif. bis sekret. (Wert 2) und irreg. prolif. (Wert 3). Minimal- (hellgrau) 


































































E1 0 / 10 / 0 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
E2 0 / 10 / 0 0 / 0 / 0 - / - / - - /- / - 
E3 0 / 15 / 5 0 / 0 / 15 - / - / - - / - / - 
P1 0 / 15 / 15 0 / 0 / 0 - / - / 0 - / - / 15  
P2 0 / 40 / 0 0 / 5 / 10 - / - / - - / - / 0 
P3 0 / 5 / 5 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
(P+E)1 0 / 15 / 30 0 / 0 / 15 - / - / - - / - / - 
(P+E)2 0 / 35 / 15 0 / 0 / 0 - / 3 / - - / - / - 
(P+E)3 0 / 30 / 5 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
K 0 / 15 / 30 0 / - / 40 - / 0 / 25 - / 15 / 25 
Legende: EZ = Epithelzellen, - = Zelltyp in der Schnittebene nicht nachweisbar 
Da die EZ der Typen 3 und M innerhalb der Schnittebene der immunzytologisch untersuch-
ten Präparate nur ausnahmsweise nachweisbar sind, kann keine detaillierte Auswertung der 
UG-Expression in diesen Zelltypen erfolgen. 
In den Kokulturansätzen aus dem irregulär proliferativ differenzierten Endometrium (KNr. IV) 
können mit Ausnahme der Versuchsgruppen E1 und E2 stets einige UG-exprimierende EZ 
nachgewiesen werden. Das Verhältnis zwischen dem Anteil der einzelnen Zelltypen an der 
epithelialen Gesamtzellpopulation und dem immunzytologischen Nachweis von UG ist ver-
gleichbar mit den zuvor beschriebenen Gegebenheiten der KNr. V (prolif. bis sekret.). In 
spindeligen EZ können jedoch mit bis zu 40 % (K) vergleichsweise häufiger UG-Präzipitate 
gefunden werden. Die beschriebenen Ergebnisse sind ebenfalls in Tab. 4.15 zusammenfas-
send dargestellt. 
Die Expressionsintensität ist in allen Ansätzen überwiegend dezent, wobei sie in Einzelfällen 
auch dezent bis geringgradig (KNr. V: K und [P+E]1; KNr. IV: K, P1 und [P+E]2) oder gering-
gradig (KNr. V: P2 sowie [P+E]2 und 3; KNr. IV: [P+E]1) ausgeprägt ist. Während die Präzipi-
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tate in allen Zelltypen vornehmlich diffus feingranulär und teils wabig strukturiert sind, wird in 
wenigen Ansätzen zusätzlich ein multifokales, basolateral und/oder apikal akzentuiertes, 
fein- oder grobgranuläres (KNr. V: K, [P+E]2 und 3; KNr. IV: K und P1) Expressionsmuster 
beobachtet. 
Innerhalb der Stromazellpopulation kann UG in den Ansätzen aller im Östrus gewonnener 
Endometrien nicht nachgewiesen werden. 
4.4.2.3.2 Endometriales Gewebe aus dem Interöstrus 
In den Kokulturen aus sekretorisch differenzierten Endometrien kann UG, unabhängig von 
der hormonellen Supplementierung, in 0 % bis 100 % der polygonalen EZ beobachtet wer-
den (s. Abb. 4.14). Im Median werden dabei Werte von 22,5 % (P3) bis 95 % ([P+E]2) er-
reicht. Während die Schwankungsbreiten des Anteils immunopositiver Zellen des Typs 2 
jener der polygonalen Zellen entsprechen, erstrecken sich die Medianwerte von 0 % ([P+E]3) 
bis 100 % (E1). 
 
Abb. 4.14: Kokultur VIII (P2). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Dezente bis geringgradige (SZ) bzw. ge-
ring- bis mittelgradige (EZ) diffuse feingra-
nuläre bis wabige Expression von UG im 
Zytoplasma von Typ-1-EZ (Pfeilspitzen) 
und Typ-M-SZ (Pfeile). Die Ablösung der  
SZ von der Millicell®-Membran stellt ein 
präparativ bedingtes Artefakt dar. 
Immunzytologie Uteroglobin 
Zellen der epithelialen Zelltypen 3 und M weisen ebenfalls maximale Schwankungsbreiten  
(0 % bis 100 %) des Anteils immunopositiver Zellen an der Gesamtpopulation des jeweiligen 
Zelltyps auf. Im Median werden Werte von 0 % (P3, [P+E]2 und 3) bis 90 % (E1, P1) für den 
Zelltyp 3 bzw. 0 % ([P+E]1 und 2) bis 100 % (P2) für die mehrschichtig wachsenden Epithel-
zellen verzeichnet. Insgesamt wird aus den in Tab. 4.16 (S. 70) dargestellten Ergebnissen 
ersichtlich, dass im Rahmen einer Supplementierung mit niedrigen Hormondosen (E1, P1) 
ein tendenziell höherer Anteil der Zelltypen 1, 2 und 3 UG exprimiert. Dieser Anteil sinkt mit 
dem Zusatz steigender Hormondosen deutlich ab. Für die mehrschichtig wachsenden 
Epithelzellen ist ein solcher Zusammenhang nicht ableitbar. 
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Tab. 4.16: Relativer Anteil der immunopositiven (UG) EZ vom Typ 1, 2, 3 und M in Bezug 
zur Gesamtpopulation des jeweiligen Zelltyps innerhalb der Schnittebene. Zu-
sammenfassende Darstellung der Ergebnisse aus den Kulturen der sekretorisch 
differenzierten Endometrien. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 


































































E1 62,5 (0/100) * 100,0 (0/100) 90,0 (0/95) 45,0 (0/90) 
E2 45,0 (0/100) 5,0 (0/100) 80,0 (0/100) 90,0 (50/100) 
E3 35,0 (0/100) 2,5 (0/100) 50,0 (0/95) 62,5 (25/100) 
P1 62,5 (0/100) 75,5 (0/100) 90,0 (0/90) 15,0 (0/90) 
P2 52,5 (0/100) 40,0 (0/100) 19,0 (0/95) 100,0 (90/100) 
P3 22,5 (0/100) 10,0 (0/100) 0 (0) 80,0 (75/100) 
(P+E)1 30,0 (0/100) 15,0 (0/100) 47,5 (0/95) 0 (0) 
(P+E)2 95,0 (0/100) 40,0 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 
(P+E)3 30,0 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 32,5 (0/100) 
K 57,5 (0/100) 100,0 (0/100) 0 (0/100) 47,5 (0/100) 
Legende: EZ = Epithelzellen; * Median (Min./Max.) 
Die Expressionsintensität schwankt zwischen dezent bis geringgradig und gering- bis mittel-
gradig, ist jedoch in der Regel als geringgradig zu bezeichnen. Am häufigsten tritt das im-
munzytologische Reaktionsprodukt feingranulär bis teils wabig formiert und diffus verteilt auf. 
Daneben finden sich in den Ansätzen von zwei KNr. vereinzelt (Nr. VIII) bzw. überwiegend 
(Nr. VI) multifokal fein- bis grobgranulär und teils plaqueartig aggregierte Präzipitate (basola-
teral, apikal oder membranös akzentuiert) (s. Abb. 4.15, S. 71). 
In den Kokulturen aus sekretorisch differenziertem Ausgangsgewebe kann UG in den stro-
malen Zelltypen 1 und 2 nur ausnahmsweise nachgewiesen werden, sodass der Median 
stets den Wert 0 annimmt. In Einzelfällen werden Schwankungsbreiten von 0 % bis 100 % 
(Typ 1: E3; Typ 2: E3, [P+E]2 und 3) beobachtet. 
Die mehrschichtig wachsenden SZ weisen je nach Kokulturansatz im Median in 0 % bis 10 % 
der Zellen UG-Präzipitate auf. Die in der Tab. 4.17 (S. 71) dargestellten Ergebnisse der 
stromalen Zelltypen zeigen, dass für Typ-M-SZ ebenfalls hohe Schwankungsbreiten (0 % bis   
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90 %) verzeichnet werden. Mehrheitlich sind die aufgelisteten Maximalwerte dabei in den 
Kokulturen eines Donortieres (KNr. VIII) zu erheben. 
 
Abb. 4.15: Kokultur VI (E3). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Gering- bis mittelgradige multifokale 
grobgranuläre (apikal akzentuierte) Ex-
pression von UG im Zytoplasma von EZ 
des Typs 1 (Pfeilspitze und s. Inset). 
Dezente bis geringgradige diffuse fein-
granuläre Expression von UG im Zyto-
plasma von SZ des Typs 2 (Pfeil). 
Immunzytologie Uteroglobin 
Tab. 4.17: Relativer Anteil der immunopositiven (UG) SZ vom Typ 1, 2 und M in Bezug zur 
Gesamtpopulation des jeweiligen Zelltyps innerhalb der Schnittebene. Zusam-
menfassende Darstellung der Ergebnisse aus den Kulturen der sekretorisch dif-
ferenzierten Endometrien. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 
unter Hormonzusatz jeweils hervorgehoben. 
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E1 0 (0) * 0 (0/70) 5,0 (0/70) 
E2 0 (0) 0 (0/90) 5,0 (0/90) 
E3 0 (0/100) 0 (0/100) 5,0 (0/90) 
P1 0 (0) 0 (0) 1,0 (0/50) 
P2 0 (0) 0 (0/90) 1,0 (0/90) 
P3 0 (0/95) 0 (0/95) 0 (0/55) 
(P+E)1 0 (0) 0 (0/95) 2,5 (0/5) 
(P+E)2 0 (0) 0 (0/100) 10,0 (0/65) 
(P+E)3 0 (0) 0 (0/100) 0 (0) 
K - 0 (0/90) 0 (0/90) 
Legende: SZ = Stromazellen, - = Zelltyp in der Schnittebene nicht nachweisbar; * Median 
(Min./Max.) 
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Die Expressionsintensität innerhalb der Stromazellpopulation ist überwiegend als dezent bis 
geringgradig oder geringgradig einzustufen. Vornehmlich tritt dabei das Reaktionsprodukt 
feingranulär strukturiert und diffus verteilt intrazytoplasmatisch auf. In den Kokulturen der   




CAL wird mit einer variablen Häufigkeit in den kokultivierten EZ und SZ exprimiert. Das im-
munzytologische Reaktionsprodukt ist dabei vornehmlich intrazytoplasmatisch lokalisiert. In 
Einzelfällen kann CAL jedoch zusätzlich in wenigen epithelialen Zellen diffus intranukleär 
nachgewiesen werden.  
Die verschiedenen Reaktions- und Verteilungsmuster, in denen CAL-Präzipitate in den Zel-
len auftreten können, entsprechen überwiegend jenen, welche in Kap. 4.4.2.3 (S. 67) für UG 
beschrieben wurden. Die einzige Ausnahme bildet das multifokale Auftreten der Reaktions-
produkte, welches ausschließlich basolateral oder membranös in Erscheinung tritt. Ein apikal 
akzentuiertes multifokales Verteilungsmuster kann hingegen nicht beobachtet werden. 
Die Expressionsintensität reicht insgesamt von dezent bis geringgradig. 
 
4.4.2.4.1 Endometriales Gewebe aus dem Östrus 
In den Kokulturansätzen der KNr. I (sekret. bis prolif.) kann CAL in den epithelialen Zellen 
nicht nachgewiesen werden (s. Tab. 4.18, S. 73). Im Gegensatz dazu weisen annähernd alle 
Kulturen des prolif. bis sekret. differenzierten Endometriums (KNr. V) Präzipitate auf. Diese 
können innerhalb der Schnittebene in 2 % (E2) bis 75 % ([P+E]3) der Typ-1-EZ beobachtet 
werden, während sie in den EZ des Typs 2 in keinem Fall nachweisbar sind. Wie bereits be-
züglich des UG-Nachweises dokumentiert (s. Kap. 4.4.2.3.1, S. 67 f.), ist eine eingehende 
Auswertung der CAL-Expression durch die Zelltypen 3 und M nicht möglich, da diese inner-
halb der Schnittebene nur in Ausnahmefällen auftreten. 
In Ansätzen der KNr. IV (irreg. prolif.) können ebenfalls vornehmlich immunopositive Typ-1-
EZ, mit einem maximalen relativen Anteil von 20 % ([P+E]2) an der Gesamtpopulation des 
Zelltyps, nachgewiesen werden. Zudem exprimieren in einer Kokultur dieses Donortieres    
40 % (P1) der Typ-M-EZ CAL. In spindeligen EZ, die einen Großteil der epithelialen Gesamt-
zellpopulation ausmachen, wird CAL ausschließlich in einem Ansatz ([P+E]1) der KNr. IV in  
1 % der Zellen beobachtet. 
Innerhalb der stromalen Zellpopulation kann das Protein insgesamt in vier Kokulturen nach-
gewiesen werden, wobei CAL sowohl in SZ des Typs 2 als auch des Typs M exprimiert wird. 
Anteilig sind dabei 1 % (Zelltyp 2: KNr. IV, P1; Zelltyp M: KNr. IV, [P+E]2) bis 5 % (Zelltyp 2: 




Tab. 4.18: Relativer Anteil der immunopositiven (CAL) EZ vom Typ 1, 2, 3 und M in Bezug 
zur Gesamtpopulation des jeweiligen Zelltyps innerhalb der Schnittebene. Auflis-
tung entsprechend des endometrialen Funktionszustandes: sekret. bis prolif. 
(Wert 1), prolif. bis sekret. (Wert 2) und irreg. prolif. (Wert 3). Minimal- (hellgrau) 


































































E1 0 / 15 / 0 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
E2 0 / 2 / 0 0 / 0 / 0 - / - / - - /- / - 
E3 0 / 45 / 0 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
P1 0 / 0 / 15 0 / 0 / 0 - / - / 0 - / - / 40  
P2 0 / 20 / 2 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / 0 
P3 0 / 5 / 4 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
(P+E)1 0 / 15 / 2 0 / 0 / 1 - / - / - - / - / - 
(P+E)2 0 / 5 / 20 0 / 0 / 0 - / 0 / - - / - / - 
(P+E)3 0 / 75 / 0 0 / 0 / 0 - / - / - - / - / - 
K 0 / 5 / 0 0 / - / 0 - / 0 / 3 - / 5 / 0 
Legende: EZ = Epithelzellen, - = Zelltyp in der Schnittebene nicht nachweisbar 
Die Expressionsintensität in den EZ ist überwiegend dezent und in einzelnen Ansätzen de-
zent bis geringgradig bzw. geringgradig, während sie innerhalb der Stromazellpopulation 
ausschließlich dezent ausgeprägt ist. In beiden Zellpopulationen tritt CAL am häufigsten 
feingranulär bis teils wabig strukturiert und diffus verteilt intrazytoplasmatisch auf. In Einzel-
fällen kann ein multifokales feingranuläres bis wabiges und teils plaqueartig basolateral oder 
membranös akzentuiertes Expressionsmuster (KNr. IV: K u. P1; KNr. V: K u. E1) (s. Abb. 
4.16, S. 74) beobachtet werden. Daneben exprimiert eine einzelne Typ-1-EZ der Versuchs-
gruppe P2 (KNr. V) CAL diffus intranukleär. 
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Abb. 4.16: Kokultur V (K). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Dezente bis geringgradige multifokale fein-
granuläre bis plaqueartige (membranös)
(Pfeilspitze) Expression von CAL im Zyto-
plasma von Typ-M-EZ. 
SZ immunonegativ für CAL (Pfeil). 
 
Immunzytologie CalbindinD9k 
4.4.2.4.2 Endometriales Gewebe aus dem Interöstrus 
In den Kokulturen der sekretorisch differenzierten Endometrien kann CAL, unabhängig von 
der hormonellen Supplementierung, in 0 % bis 100 % der Typ-1- und -2-EZ nachgewiesen 
werden. Trotz dieser einheitlichen Schwankungsbreiten weichen die Medianwerte beider 
Zelltypen deutlich voneinander ab: Während CAL in 1 % ([P+E]1) bis 20 % ([P+E]2) der Typ-
1-EZ auftritt, beträgt der Median bei spindeligen EZ stets 0 %. Dies ist vor allem auf die un-
gleichmäßige Expression des Proteins in letztgenannten Zellen zurückzuführen, welche fast 
ausschließlich auf die Kokulturen einer Gewebeprobe (KNr. IX) beschränkt ist. Demgegen-
über wird CAL in der Mehrzahl der Ansätze annähernd aller Endometrien (exkl. KNr. II u. VII) 
in überwiegend geringem Umfang in Typ-1-EZ exprimiert. Innerhalb der EZ vom Typ 3 und 
Typ M, welche in geringer Anzahl in den Kokulturen vorliegen, treten CAL-Präzipitate mit 
schwankender Häufigkeit auf. Typ-3-EZ exprimieren in der Kontrolle sowie einem Großteil 
der Versuchsgruppen kaum CAL (Median: 0 %). In mehrschichtig wachsenden EZ kann das 
immunzytologische Reaktionsprodukt im Median in 0 % (E2, P1 und [P+E]1) bis zu 100 % 
(P3) der Typ-M-EZ nachgewiesen werden. In Tab. 4.19 (S. 75) sind die beschriebenen Er-
gebnisse zusammengefasst dargestellt. 
Die SZ der KNr. VII exprimieren in keinem der Kulturansätze CAL. Demgegenüber können in 
den Ansätzen der verbleibenden Proben immunzytologische Präzipitate des Proteins in ge-
ringem Umfang sowohl in SZ des Typs 2 als auch des Typs M nachgewiesen werden. Dabei 
ist ein relativer Anteil von 1 % (KNr. VI: E2) bis 50 % (KNr. VIII: P1; KNr. IX: K, P2, [P+E]1) 
der Typ-2-SZ bzw. 2 % (KNr. II: K; KNr. III: [P+E]2; KNr. VIII: K) der Typ-M-SZ betroffen. 
Die Expressionsintensität innerhalb der epithelialen Zellpopulation ist dezent bzw. dezent bis 
geringgradig und in den SZ dezent ausgeprägt. Vornehmlich tritt das Reaktionsprodukt dabei 
feingranulär bis teils wabig strukturiert und diffus verteilt in den SZ und einem Großteil der 
EZ auf. In Einzelfällen kann CAL in den EZ auch multifokal verteilt (basolateral und/oder 
membranös) und überwiegend fein- bis teils grobgranulär oder plaqueartig strukturiert nach-
gewiesen werden (KNr. II: E1, P1, P2, [P+E]1 und 3; KNr. VI: K, E2, P2, P3, [P+E]2). Sehr 
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vereinzelt kann darüber hinaus ein intranukleäres Expressionsmuster (s. Abb. 4.17) inner-
halb von Typ-1-EZ beobachtet werden (KNr. VI: E2; KNr. VIII: P1, P3und [P+E]1). 
Tab. 4.19: Relativer Anteil der immunopositiven (CAL) EZ vom Typ 1, 2, 3 und M in Bezug 
zur Gesamtpopulation des jeweiligen Zelltyps innerhalb der Schnittebene. Zu-
sammenfassende Darstellung der Ergebnisse aus den Kulturen der sekretorisch 
differenzierten Endometrien. Minimal- (hellgrau) und Maximalwerte (dunkelgrau) 


































































E1 6,0 (0/100) * 0 (0/100) 0 (0) 2,5 (0/5) 
E2 15,0 (0/100) 0 (0/100) 0 (0/100) 0 (0/2) 
E3 7,5 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 50,0 (0/100) 
P1 3,5 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 0 (0/100) 
P2 18,5 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 50,0 (5/100) 
P3 2,0 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 100,0 (0/100) 
(P+E)1 1,0 (0/100) 0 (0/100) 50,0 (0/100) 0 (0) 
(P+E)2 20,0 (0/100) 0 (0/100) 2,0 (0/100) 1,0 (0/2) 
(P+E)3 2,0 (0/100) 0 (0/100) 0 (0) 30,0 (0/100) 
K 28,5 (0/100) 0 (0/100) 0 (0/100) 22,5 (0/100) 
Legende: EZ = Epithelzellen; * Median (Min./Max.) 
 
Abb. 4.17: Kokultur VIII (P3). 
Kokultivierte equine endometriale EZ und 
SZ auf Millicell®-Membran (grüner Kreis). 
Dezente bis geringgradige diffus-wabige 
intrazytoplasmatische und multifokal intra-
nukleäre Expression von CAL in Typ-1-EZ 
(Pfeilspitze und s. Inset). 
Dezente diffuse feingranuläre Expression 




4.4.2.5 Zusammenfassung der immunzytologischen Befunde 
Zytokeratin 19 wird von den kokultivierten Zellen der Kontrollgruppen (K) insgesamt einheit-
lich exprimiert, wobei es in allen epithelialen Zellen und nur sporadisch in maximal 5 % der 
Zellen im Bereich der Typ-M-SZ auftritt. 
Die Steroidhormonrezeptoren können lediglich in fünf Kokulturansätzen aus sekretorisch 
differenziertem Ausgangsgewebe detektiert werden. ERα wird dabei ausschließlich intrazyto-
plasmatisch in wenigen EZ vom Typ 1 und in einem Ansatz in nahezu allen Typ-2-EZ sowie 
einer geringen Anzahl der SZ vom Typ M nachgewiesen. PR tritt lediglich in einer Kokultur in 
einer geringen bis mäßigen Anzahl polygonaler EZ auf. Insgesamt ist kein Zusammenhang 
zwischen dem endometrialen Funktionszustand des Ausgangsgewebes bzw. der hormonel-
len Supplementierung und dem ERα- und PR-Nachweis (Expressionsintensität und Anzahl 
positiver Zellen) in vitro ersichtlich. 
UG wird unabhängig von der funktionellen Differenzierung des Ausgangsgewebes selten bis 
gelegentlich in Typ-1-EZ sowie überwiegend selten in Typ-2-EZ exprimiert. Dabei finden sich 
in Ansätzen aus Gewebeproben mit einer sekretorischen Funktionsmorphologie tendenziell 
jedoch höhere Medianwerte der UG Expression in EZ beider Zelltypen (1 und 2). Eine Aus-
wertung von EZ der Typen 3 und M kann ausschließlich in Kokulturen aus sekretorisch diffe-
renzierten Endometrien erfolgen, wobei UG in diesen Zelltypen mit einer schwankenden 
Häufigkeit auftritt. Während ein genereller Zusammenhang zur hormonellen Supplementie-
rung nicht abgeleitet werden kann, wird jedoch ersichtlich, dass die Zelltypen 1, 2 und 3 in 
Ansätzen aus sekretorischen Endometrien unter niedrigen Hormondosen (Zusatz von ent-
weder nur E2 oder nur P4) im Median in höherem Maße UG exprimieren. Mit zunehmender 
Hormonkonzentration im Medium nimmt der Anteil immunopositiver Zellen jener Zelltypen 
deutlich ab. Innerhalb der Stromazellpopulation wird UG ausschließlich in Zellen aus sekreto-
risch differenziertem Ausgangsmaterial nachgewiesen, wobei es, unabhängig von der hor-
monellen Supplementierung, insgesamt selten in den Zelltypen 1 und 2 (Median 0 %) sowie 
M (Median 0 % bis 10 %) auftritt. 
CAL wird in vitro vornehmlich intrazytoplasmatisch und sehr vereinzelt intranukleär expri-
miert. Insgesamt wird das Protein unabhängig vom Funktionszustand des endometrialen 
Ausgangsgewebes in vitro durchgängig von einem geringen Anteil der Typ-1-EZ, selten bis 
nie von Typ-2-EZ und mit einer schwankenden Häufigkeit von einer geringen bis mäßigen 
Anzahl an Typ-3- und -M-EZ exprimiert. Innerhalb der Stromazellpopulation kann CAL aus-
schließlich in einer geringen (Endometrien aus dem Östrus) bis mäßigen (Endometrien aus 






5.1 Ziel der Arbeit 
Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer Kokultur equiner endometrialer Epithel- 
und Stromazellen, aufbauend auf Gewebeaufbereitungs- und Kultivierungsprotokollen     
bereits bestehender Monokultursysteme beider Zellpopulationen (BUSCHATZ 2007, 
BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). Dabei sollten beide Zellfraktionen räumlich getrennt auf 
den unterschiedlichen Seiten einer semipermeablen Membran (Millicell®-Membran) ausgesät 
und ohne die Verwendung von Komponenten der Extrazellularmatrix kultiviert werden. 
Nach der erfolgreichen Erstellung des Kokulturmodells sollten dem standardisierten Medium 
im weiteren Versuchsablauf definierte Konzentrationen und Kombinationen der Steroidhor-
mone 17β-Östradiol und Progesteron zugesetzt werden, um den Einfluss der einzelnen 
Hormone auf die Zellen zu untersuchen sowie in gewissem Umfang das uterine Zyklusge-
schehen zu simulieren. 
Prinzipiell könnte ein dem In-vivo-Zustand kongruentes endometriales Zellkultursystem po-
tenziell, unter Vermeidung von Tierversuchen, für Untersuchungen epithelialer und stromaler 
Wechselwirkungen, endometrialer Funktionsstörungen sowie zur Erfassung der frühen em-
bryonalen Entwicklung ex vivo, durch die gemeinsame Kultivierung von maternalen und feta-
len Zellen (WATSON u. SERTICH 1989, WATSON 1990, BRADY et al. 1993), herangezo-
gen werden. 
 
5.2 Kritische Beurteilung des Ausgangsmaterials 
Zur Etablierung des unter Kapitel 3.6.2.3 (S. 35 f.) dargestellten Kokulturmodells wurden 
neun Proben endometrialen Gewebes gewonnen, wobei sowohl transzervikal entnommene 
Bioptate lebender Tiere als auch ganze Uteri frischtoter Donorstuten zur Verfügung standen. 
Für die vorliegende Arbeit wurde sowohl die klinische Symptomatik bzw. der Ovarbefund als 
auch der lichtmikroskopisch erfassbare endometriale Funktionszustand der einzelnen Do-
norstuten zur genauen Zyklusphasenbestimmung herangezogen. In einem Einzelfall konnte 
eine deutliche Inkongruenz der Ergebnisse beider Untersuchungen festgestellt werden. Aus 
diesem Grund wurde für das gesamte Studiengut als Bezugspunkt für die einzelnen Auswer-
tungsparameter (Wachstum, Zytomorphologie, Expression ausgewählter Marker mittels Im-
munzytologie) stets die endometriale Funktionsmorphologie der transzervikal entnommenen 
Bioptate sowie der entsprechenden Gewebeproben aus ganzen Uteri euthanasierter Stuten 
festgelegt. 
Zur Aufbereitung im Zellkulturlabor stand mehrheitlich Gewebe aus sekretorisch differenzier-
ten endometrialen Proben (n = 6) zur Verfügung. Darüber hinaus befanden sich einzelne 
Endometrien funktionell entweder in einem Übergangsstadium von der Sekretions- zur 
Proliferationsphase (n = 1), bzw. vice versa (n = 1), oder zeigten eine irregulär proliferative 
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Funktionsmorphologie (n = 1). Ein rein proliferativer Funktionszustand konnte für die Umset-
zung des angestrebten Kokulturmodells nicht herangezogen werden, weshalb im Weiteren 
auf diesen Funktionszustand nicht näher eingegangen werden kann. Insgesamt konnte eine 
Untersuchung aller Funktionszustände im Rahmen eines regulär verlaufenden Zyklus dem-
entsprechend nicht realisiert werden. Die geringe Probenzahl aller Untersuchungsgruppen 
(endometrialer Funktionszustand) mit einer Überrepräsentation der sekretorischen endomet-
rialen Differenzierung ist als kritisch anzusehen. 
Die transzervikal entnommenen Bioptate wiesen, trotz des als klinisch-gynäkologisch geni-
talgesund diagnostizierten Zustandes der betroffenen Donorstuten, in zwei Fällen entzündli-
che Alterationen auf. Eine nicht-exsudative Endometritis konnte ebenfalls bei einem 
euthanasierten Tier befundet werden. Da in keinem Fall vor der Probenentnahme Anzeichen 
für diese entzündlichen Veränderungen bestanden, wurde das entsprechende Gewebe nicht 
von der weiteren Aufarbeitung im Zellkulturlabor ausgeschlossen. Gleiches galt für chro-
nisch-degenerative Alterationen, welche in nahezu allen Proben vorlagen. Insgesamt stellten 
sich die für diese Studie verwendeten Gewebeproben, unter Berücksichtigung des endome-
trialen Funktionszustandes sowie des Vorliegens einer Endometritis und/oder Endometrose, 
deutlich inhomogen dar. In den Studien von BÖTTCHER (2011) und THEUß (2011) wurde 
vergleichbares Ausgangsgewebe für die dort beschriebenen equinen Zellkulturen verwendet. 
Für die vorliegende Arbeit wurde endometriales Gewebe von lebenden Stuten (Bioptat) so-
wie von frischtoten, euthanasierten Tieren entnommen und anschließend direkt der labor-
technischen Aufbereitung zugeführt. MYLONAS et al. (2003b) sowie BUSCHATZ (2007) 
beschreiben eine direkte Abhängigkeit zwischen der Anzahl vitaler Zellen und der Zeitdauer 
von der Probenentnahme (Bioptatentnahme, Tod des Tieres) bis zum Beginn der Gewebe-
aufarbeitung. Zur Gewinnung einer möglichst großen Anzahl vitaler Zellen sollte die Zelliso-
lierung innerhalb der ersten 2 Stunden erfolgen (MYLONAS et al. 2003b). Diesem 
Sachverhalt wurde in der vorliegenden Arbeit durch einen Probentransfer binnen weniger als 
einer Stunde Rechnung getragen. Sowohl in humanen Zellkulturstudien (OSTEEN et al. 
1989, BENTIN-LEY et al. 1995, MERVIEL et al. 1995, EVRON et al. 2011) als auch solchen 
beim Pferd (WATSON 1990, BRADY et al. 1992, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, 
THEUß 2011) werden Bioptate erfolgreich als Ausgangsmaterial verwendet. Generell bieten 
endometriale Bioptate den Vorteil einer minimalinvasiven und sterilen Gewinnung zu einem 
definierten Zeitpunkt (Zyklusstand). Dabei wirkt sich nach WATSON u. SERICH (1992) auch 
eine wiederholte Probenentnahme bei der Stute nicht negativ auf deren Reproduktionsleis-
tung aus. Ganze Uteri werden nach erfolgter (Ovario-)Hysterektomie bei Mensch 
(SATYASWAROOP et al. 1979, ZHANG et al. 1995, CHEN et al. 2013) und Hund 
(GALABOVA-KOVACS et al. 2004) sowie von frischtoten Versuchs- (WEWER et al. 1986, 
WANG et al. 2010) oder Schlachttieren (FORTIER et al. 1988, XIAO u. GOFF 1998, 
TAKAHASHI et al. 2001) für Zellkulturzwecke aufgearbeitet. Vergleichbar mit den Ergebnis-
sen aus Monokulturversuchen mit equinen endometrialen Zellen (BÖTTCHER 2011, THEUß 
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2011, SZÓSTEK et al. 2012) konnten auch in der vorliegenden Arbeit aus beprobten voll-
ständigen Uteri von Stuten vitale Zellen gewonnen und für die Kokultivierung eingesetzt wer-
den. Im Vergleich zu transzervikal gewonnenen Bioptaten, welche stets eine limitierte Größe 
besitzen, ist bei der Entnahme eines ganzen Uterus eine weitaus größere Menge an Gewe-
be verfügbar. Diese kann somit potenziell eine entsprechend größere Zellzahl liefern 
(BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). 
 
5.3 Kritische Beurteilung des Kokulturmodells 
5.3.1 Kulturoberfläche 
Das in der vorliegenden Studie erfolgreich umgesetzte Kokulturmodell entspricht vom grund-
legenden Aufbau her dem in Kapitel 2.3.8.1 (S. 24 f.) thematisierten System mit räumlicher 
Trennung der epithelialen und stromalen Zellpopulation ohne direkten Zell-Zell-Kontakt. Die-
se Art der kompartimentellen Separation und Kultivierung der verschiedenen endometrialen 
Zellen durch die Verwendung einer semipermeablen Wachstumsoberfläche (Millicell®-
Membran) findet für diverse Zellkulturstudien Einsatz (WEGNER u. CARSON 1992, 
ARNOLD et al. 2001, PIERRO et al. 2001, BLÄUER et al. 2005, CHEN et al. 2013). 
In Monokulturstudien zeigen equine endometriale Epithelzellen bei der Kultivierung auf be-
schichteten oder unbeschichteten, porenbesetzten Membranen deutliche Anzeichen einer 
Polarisierung, welche v. a. elektronenmikroskopisch anhand der Ausbildung lateraler Zellver-
bindungen, in Form von Zonulae occludentes und adhaerentes, Interdigitationen, Desmoso-
men und tight junctions deutlich wird (BRADY et al. 1993, BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 
2011). Auch bei anderen Spezies weisen EZ bei gleichwertigen Kulturvoraussetzungen eine 
deutliche Polarisierung auf, die nach SCHATZ et al. (1990) bei der Kultivierung dieser Zellart 
auf kompakten Plastikoberflächen fehlt. Die eindeutige morphologische Differenzierung 
epithelialer Zellen, welche auf semipermeablen Kunststoffoberflächen in Kultur gehalten 
werden, wird insbesondere durch den basolateralen Zutritt von Nährstoffen gefördert 
(SIMONS u. FULLER 1985). Darüber hinaus wird zudem, ausgehend von der plasmamemb-
rangebundenen ultrastrukturellen Unterteilung des intrazellulären Bereiches in ein apikales 
und ein basolaterales Kompartiment, eine klare asymmetrische Sekretion durch die EZ auf 
die jeweiligen Seiten des Filtereinsatzes beobachtet (GLASSER et al. 1988, CHERNY u. 
FINDLAY 1990, MAHFOUDI et al. 1992). Für funktionelle Studien erscheinen Monokulturan-
sätze jedoch nur bedingt geeignet, da ein „Informations“-Austausch mit anderen Zellarten, 
wie er für physiologische Funktionsabläufe in vivo als essentiell angesehen wird, nicht gege-
ben ist (FUKAMACHI 1992). So beschreiben BIGSBY u. CUNHA (1986), COOKE et al. 
(1997) und KURITA et al. (1998) im Mausversuch, dass nach einer Stimulation durch Stero-
idhormone an entsprechenden Rezeptoren im Stroma das Wachstum und die Differenzie-
rung der endometrialen Epithelzellen entscheidend durch parakrin wirkende Mediatoren 
zwischen den beiden Zellarten vermittelt werden. 
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Im Rahmen von Kokulturstudien kann ein optionaler interzellulärer Austausch parakriner 
Faktoren über das gemeinsame Nährmedium gewährleistet werden. Dies wird durch den 
Einsatz von semipermeablen Membranen und der dadurch ermöglichten separaten Kultivie-
rung der verschiedenen endometrialen Zellpopulationen realisiert (WEGNER u. CARSON 
1992, ARNOLD et al. 2001, PIERRO et al. 2001, BLÄUER et al. 2005, CHEN et al. 2013). 
Das in der vorliegenden Studie angewandte Kokulturmodell bietet die Möglichkeit der oben 
erwähnten Diffusion parakriner Mediatoren und ermöglicht den einzelnen Zellarten somit 
gezielt interzelluläre Wechselwirkungen einzugehen. Im Gegensatz dazu kann dem von 
INABA et al. (1988) propagierten direkten Kontakt zwischen den einzelnen Zellpopulationen 
aus verschiedenen Gründen nicht Rechnung getragen werden. So können EZ und SZ nur 
durch die eindeutige kompartimentelle Abgrenzung im Zuge der Versuchsdurchführung und 
v. a. der lichtmikroskopischen Auswertung (Zellwachstum, Zytomorphologie) eindeutig ange-
sprochen, bzw. der Erfolg der Gewebeaufbereitung (Reinheitsgrad) beurteilt werden. 
 
5.3.2 Extrazellularmatrix 
Unter Berücksichtigung des dreidimensionalen Aufbaus von funktionellem Gewebe wird der 
Extrazellularmatrix (EZM) auch für Zellkulturstudien eine entsprechende Wichtigkeit beige-
messen. Dabei kommt ihr insbesondere in der Unterstützung der epithelialen Morphogenese 
und Differenzierung eine große Bedeutung zu (RINEHART JUNIOR et al. 1988, NEGAMI u. 
TOMINAGA 1989, CHERNY u. FINDLAY 1990, WHITE et al. 1990, ZHANG et al. 2000). In 
den Studien der aufgeführten Autoren konnte gezeigt werden, dass endometriale epitheliale 
Zellen verschiedener Spezies bei der Kultivierung in/auf Matrigel™ eine deutliche Formation 
von in-situ-ähnlichen Tubulus- bzw. Drüsenstrukturen aufweisen. BIRKENFELD et al. (1988) 
beschreiben darüber hinaus ein selektives Wachstum von humanen Epithelzellen bei Einsaat 
kleiner endometrialer Gewebsfragmente auf Komponenten der EZM. In Kokulturversuchen 
wird in erheblichem Umfang auf derartige EZM-Bestandteile zurückgegriffen. Dabei wird das 
jeweils verwendete System, aufbauend auf den erhaltenen Ergebnissen, als strukturelles 
sowie funktionelles Pendant zu den Verhältnissen im Endometrium in situ bzw. in vivo be-
wertet (YANG et al. 2002, PARK et al. 2003, LÜ et al. 2009, MENG et al. 2009, WANG et al. 
2010). Die erwähnten Kokultursysteme entsprechen dabei ausnahmslos organotypischen 
Modellen, welche jedoch eine gezielte lichtmikroskopische Auswertung des Zellwachstums 
bzw. eine Reinheitsprüfung nach Zellisolations- und -separationsschritten, wie sie in der vor-
liegenden Studie angestrebt wurden, nicht zulassen. 
Grundsätzlich ist zu bedenken, dass die Zusammensetzung kommerziell erhältlicher Be-
standteile der EZM, wie z. B. Matrigel™, bisher nur unzureichend geklärt ist und diese somit 
möglicherweise Faktoren enthalten, welche das Kultursystem direkt oder indirekt beeinflus-
sen (MYLONAS et al. 2003b, ERITJA et al. 2010). 
In Monokulturversuchen mit equinen endometrialen Zellen konnte gezeigt werden, dass die 
Verwendung von Matrigel™ (beschichtete oder unbeschichtete Membraneinsätze) keinen 
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deutlichen Einfluss auf das Expressionsverhalten der Epithelzellen hat (BÖTTCHER et al. 
2010). Dabei gelingt THEUß (2011), unter Einsatz unkonditionierter Millicell®-Membranen, 
ebenfalls an Monokulturen des equinen Endometriums mittels immunzytologischer Methoden 
der Nachweis von Steroidhormonrezeptoren. Auf den Ergebnissen der letztgenannten Stu-
dien aufbauend, wurde zur Umsetzung des Kokultursystems der vorliegenden Arbeit auf die 
Verwendung von Komponenten der EZM verzichtet. 
 
5.3.3 Kulturmedium 
Das verwendete Nährmedium hat einen bedeutenden Einfluss auf die in Kultur gehaltenen 
Zellen, insbesondere im Hinblick auf das erfolgreiche Wachstum sowie die zelluläre Differen-
zierung. Dabei wird dem Medium üblicherweise ein bestimmter Anteil an Serum zugesetzt 
(LINDL 2000, FRESHNEY 2010). 
Für gezielte Studien zur Effektanalyse von Steroidhormonen wird der eingestellte Seruman-
teil mitunter vorbehandelt, um initial vorhandene potenziell aktive Hormone zu entfernen. 
Darüber hinaus finden v. a. kommerziell erhältliches hitzeinaktiviertes Serum (JACOBS u. 
CARSON 1993) und mittels Aktivkohle filtrierte Produkte (KIRK et al. 1978, XIAO u. GOFF 
1998) Verwendung, welche auch kombiniert zum Einsatz kommen (MCCORMACK u. 
GLASSER 1980, BHARGAVA PERIWAL et al. 1995). BARTEL et al. (2013) beschreiben 
zudem die Durchführung einer Silikat-Filtration des Serums für Hormonstudien in der Zellkul-
tur als äußerst effektiv. Da Serum nach LINDL (2000) generell ein Naturprodukt darstellt, 
welches in der Zusammensetzung seiner Inhaltsstoffe Schwankungen aufweisen kann, wur-
den für verschiedene Spezies bereits serumfreie Ansätze etabliert. Beschreibungen existie-
ren für endometriale Zellkulturen des Menschen (CASSLÉN u. HARPER 1991), des Rindes 
(TAKAHASHI et al. 2001) sowie von verschiedenen Versuchstieren, wie der Maus 
(TOMOOKA et al. 1986, WEGNER u. CARSON 1992), dem Meerschweinchen (MAHFOUDI 
et al. 1992, ORDENER et al. 1993) und der Ratte (JULIAN et al. 1992). In serumfreien Kul-
turansätzen können höhermolekulare Stoffe, wie Hormone oder Polypeptide, dem Medium 
gezielt und definiert zugesetzt werden.  
In ihrer Arbeit mit equinen endometrialen Monokulturen verwendet BUSCHATZ (2007) ein 
vergleichsweise einfach zusammengesetztes Medium (RPMI 1640, 2 % ABAM, 10 % fetales 
bovines Kälberserum). In Folgearbeiten wird durch die Kombination von zwei kommerziell 
erhältlichen Grundmedien (DMEM und Ham’s F-12), dem Zusatz von Kortison und Wachs-
tumsfaktoren, wie EGF und Insulin, sowie durch die Reduktion des hitzeinaktivierten Serum-
anteils ein komplexes Medium geschaffen (BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). In diesem 
Medium kultivierte Epithelzellen weisen dabei ein den Verhältnissen in situ ähnliches Ex-
pressionsmuster ausgewählter zellulärer Proteine auf (BÖTTCHER et al. 2010). Das an die 
Ansprüche der equinen endometrialen stromalen und epithelialen Zellen angepasste Medium 
wurde, aufgrund seiner guten Eignung in den Monokulturstudien, auch für die vorliegende 
Arbeit eingesetzt. Es ist jedoch möglich, dass sich durch die Kokultivierung bestimmte „Eng-
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pässe“ in der Versorgung der beiden Zellpopulationen mit einzelnen Inhaltsstoffen ergeben, 
die zu einer Einschränkung von Wachstums- und Differenzierungsprozessen führen können. 
Der Einsatz serumfreier Kulturen von endometrialen Zellen des Pferdes ist bisher noch nicht 
beschrieben. Die Umsetzung einer solchen Methodik erscheint jedoch prinzipiell möglich. 
 
5.3.4 Routinemäßige Aufarbeitung der Kokultur (Millicell®-Membran) für die 
          Mikroskopie 
Die routinemäßige Aufarbeitung von Membraneinsätzen für die Mikroskopie birgt mitunter 
erhebliche Störfaktoren, welche die spätere Auswertung erschweren können. Im Rahmen 
von Vorarbeiten wurde deutlich, dass der Kunststoffzylinder, der die semipermeable Mem-
bran trägt, deutliche Auflösungserscheinungen beim Überführen in Essigsäurebutylester (or-
ganisches Lösungsmittel) zeigt. Um eine Beeinträchtigung der Zellen dadurch auszuschlie-
ßen, kann die Membran mit Hilfe eines Skalpells herausgetrennt und separat weiter 
bearbeitet werden (BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011, THEUß 2011). Dabei empfehlen 
BÖTTCHER (2011) und THEUß (2011) eine zusätzliche Fixierung der Membran mit Steck-
nadeln auf einer Korkunterlage, um ein Einrollen zu verhindern. Während die beschriebene 
Methode für Monolayerkulturen anwendbar ist, kann es bei der Arbeit mit Kokulturen zu mas-
siven Artefakten (Abschilfern, Quetschen) an den Zellpopulationen kommen, die der Kork-
oberfläche direkt aufliegen. Aus diesem Grund wurde, eigens für diese Dissertation, eine 
Membranspannvorrichtung aus Edelstahl (s. Kap. 3.7.2, S. 39 und Abb. 3.4, S. 40 sowie 
Abb. 9.1, S. 123) entwickelt, welche einerseits das Herantreten von Flüssigkeiten an beide 
Seiten der semipermeablen Membran ermöglicht und zum anderen die Gefahr mechanischer 
Einwirkungen auf die Zellen im Zuge der weiteren Präparationsschritte erheblich reduziert. 
Nach dem Durchlaufen der aufsteigenden Alkoholreihe (s. Kap. 3.7.2, S. 39) wird die her-
ausgelöste Membran dabei in ihrer Peripherie auf einer Breite von ca. 1 mm durch zwei auf-
einander gesteckte Edelstahlwerkstücke eingespannt. Beide Metalleinheiten können zudem 
durch Schraubelemente arretiert werden, welche ein schnelles und einfaches Befüllen und 
Entladen der Vorrichtung erlauben. Lediglich in Einzelfällen konnte im Zuge des Schraubvor-
gangs ein Aufraffen der Membran beobachtet werden, wodurch die Anfertigung eines mikro-
skopischen Schnittpräparates deutlich beeinträchtigt wurde. Generell stellt rostfreier 
Edelstahl für den angestrebten Einsatzbereich einen idealen Werkstoff dar, welcher mit den 
verwendeten Flüssigkeiten (Essigsäurebutylester, flüssiges Paraffin) selbst nicht reagiert. Im 
Zell- bzw. Gewebekulturlabor und für entsprechende Techniken findet rostfreier Edelstahl 
vielseitigen Einsatz  (BOWNE u. JOCHIM 1964, GABRIDGE 1974, YEGER u. LEA 1977). 
Nach YEGER u. LEA (1977) kann dieser Werkstoff dabei, ungeachtet der Verwendung von 




5.4 Kokultivierte endometriale Epithel- und Stromazellen –  
lichtmikroskopische Auswertung und Charakterisierung 
5.4.1 Wachstum 
In der vorliegenden Arbeit konnte bezüglich der Proliferationsintensität von EZ und SZ in den 
Kontrollgruppen keine Abhängigkeit von der Funktionsmorphologie des endometrialen Aus-
gangsgewebes beobachtet werden. Demgegenüber berichten einige Autoren von einer hö-
heren Wachstumsaktivität isolierter endometrialer Zellen aus der proliferativen im Vergleich 
zur sekretorischen Zyklusphase. Dies wird sowohl für kultivierte Zellen aus dem humanen 
(LIU u. TSENG 1979, NEGAMI u. TOMINAGA 1989, ARNOLD et al. 2001, MYLONAS et al. 
2003a, 2003b) als auch dem equinen Endometrium (THEUß 2011) beschrieben. WANG et 
al. (2010) postulieren in ihrer Kokulturstudie mit uterinen Zellen des Kaninchens zudem, dass 
die Verwendung von proliferativ differenziertem endometrialem Gewebe eine wesentliche 
Grundvoraussetzung für die Wachstumsfähigkeit der isolierten EZ und SZ darstellt. 
Die gewonnenen Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass equine endometriale Zellen un-
ter den gegebenen Kulturbedingungen offensichtlich unabhängig von ihrer ursprünglichen 
funktionellen Differenzierung proliferieren. Eine Gesamtübersicht über alle Funktionszustän-
de eines regulär verlaufenden Zyklus konnte jedoch, aufgrund des Fehlens von rein prolifera-
tiv differenziertem Ausgangsmaterial, nicht realisiert werden. Die sehr geringe Probenzahl ist 
zudem als kritisch anzusehen. 
Darüber hinaus ist die „scheinbare Konfluenz“ als Maßstab zur Beurteilung der zellulären 
Proliferationsaktivität nur unzureichend geeignet. Bedingt durch die optische Überlagerung 
beider Zellarten (Phasenkontrastmikroskopie) im erstellten Kokultursystem ist die genaue 
Erfassung der Konfluenz während der Kultivierung nicht einwandfrei möglich. Das Erreichen 
des Zustandes der „scheinbaren Konfluenz“, d. h. jenes Zeitpunktes, an dem die Fixierung 
der Kokulturen erfolgte, stellt somit einen relativ variablen Parameter und eine potenzielle 
Fehlerquelle dar. Dies gilt v. a. in Bezug auf die präzise Auswertung der Versuchsergebnis-
se. Zwar wird durch die „scheinbare Konfluenz“ das Vorhandensein durchgehender Epithel- 
und/oder Stromazellrasen beschrieben, jedoch ist nicht gewährleistet, dass bei einem     
während der Kultivierung mittels Phasenkontrastmikroskopie erkennbaren vollständigen         
Bewuchs der Membranoberfläche auch tatsächlich nicht nur eine, sondern beide Zellpopula-
tionen ihre jeweilige Seite der semipermeablen Membran vollständig bedecken. 
Im Rahmen von Zellkulturstudien verschiedener Spezies wird das Wachstum der einzelnen 
Zellpopulationen auf unterschiedliche Arten erfasst. Zum einen ist mittels visueller (Phasen-
kontrastmikroskopie) (CASIMIRI et al. 1980, FLEMING u. GURPIDE 1982) oder maschineller 
Verfahren (Zytometer) (PAVLIK u. KATZENELLENBOGEN 1978, CASIMIRI et al. 1980, 
CHEGINI et al. 1992, PIERRO et al. 2001) die direkte Bestimmung der Zellzahl vor der Ein-
saat sowie am Ende des Versuches möglich. Indirekt kann sie, über die Ermittlung des rela-
tiv vorhandenen DNA (Deoxyribonucleic acid)-Gehaltes, gemessen werden. Dies erfolgt 
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vornehmlich mittels fluoreszenzmikroskopischer Intensitätsmessungen, wobei ausgewählte 
Marker, wie z. B. Bisbenzimidazol, zur Detektion bestimmter DNA-Regionen Verwendung 
finden (LABARCA u. PAIGEN 1980, XIAO u. GOFF 1998). Ein weiteres indirektes Verfahren 
zur Erfassung des Zellwachstums stellt der Nachweis proliferierender Zellen dar. Zum Ein-
satz kommen hierfür vor allem verschiedene Nukleotid-Analoga, wie 3H-Thymidin (ORLICKY 
et al. 1987, ORDENER et al. 1993, ZHANG et al. 1995, PIERRO et al. 2001) oder Bromo-
deoxyuridine (BrdU) (CLASSEN-LINKE et al. 1997, KOMATSU et al. 2003). Diese werden im 
Rahmen der Mitose in neu formierte DNA-Stränge eingebaut. Der anschließende Nachweis 
der Proliferationsintensität erfolgt in den aufgeführten Studien fluoreszenzmikroskopisch 
(Fluoreszenzfarbstoff als Sekundärantikörper) oder immunzytologisch. Darüber hinaus kann 
die Detektion des Proteins Ki-67-Antigen, welches ausschließlich in mitotisch aktiven Zellen 
exprimiert wird, zur immunzytologischen Bestimmung der Wachstumsfraktion kultivierter Zel-
len dienen (CLASSEN-LINKE et al. 1997). 
 
5.4.2 Zytomorphologie 
Es existiert eine Vielzahl von Beschreibungen kultivierter endometrialer Epithel- und Stroma-
zellen verschiedener Spezies und der Auswertung ihrer zytomorphologischen Charakteristika 
mittels Phasenkontrastmikroskopie. Die Betrachtungsebene ist dabei die plane Wachstums-
oberfläche (Glas oder kompakte Kunststoffflächen). Im Rahmen des hier umgesetzten Kokul-
turmodells kommt es, aufgrund der Adhäsion und des flächigen Wachstums beider Zellarten 
auf den unterschiedlichen Seiten der Millicell®-Membran, zur optischen Überlagerung der 
Zellen in den verschiedenen Ebenen. Eine derartige Auswertung ist zudem durch den Po-
renbesatz der Membran erschwert. Aus diesen Gründen ist die oben erwähnte „Aufsicht“ auf 
die Zellkultur zur zytomorphologischen Beurteilung nur äußerst eingeschränkt geeignet. Die 
Anfertigung eines Schnittpräparates hingegen bietet die Möglichkeit, die Kokultur nach ihren 
verschiedenen Kompartimenten aufgeschlüsselt (Epithelzelllage, Membran und Stromazell-
schicht) zu untersuchen und zu bewerten. Diese Betrachtungsweise wendet bereits 
BÖTTCHER (2011) zur zytomorphologischen Charakterisierung von Monokulturen equiner 
endometrialer Zellen an. Er beurteilt die Vergleichbarkeit der beiden aufgeführten mikrosko-
pischen Auswertungsmethoden, bedingt durch die abweichende Betrachtungsebene, als 
nicht oder nur unzureichend gegeben. Darüber hinaus weist BÖTTCHER (2011) ebenfalls 
darauf hin, dass gleiches auch für den Einsatz von Matrigel™ anzunehmen ist, welches die 
Zellproliferation in das dreidimensionale Maschenwerk des Substrates fördert (RINEHART 
JUNIOR et al. 1988, NEGAMI u. TOMINAGA 1989, CHERNY u. FINDLAY 1990, WHITE et 





Mittels Phasenkontrastmikroskopie ausgewertete und auf entsprechenden Kulturoberflächen 
gezüchtete endometriale Epithelzellen bilden eine morphologisch überwiegend einheitliche 
Zellpopulation aus. In einzelnen Studien wird jedoch das Auftreten mehrerer epithelialer Zell-
formen beschrieben. So werden beispielsweise bis zu zwei verschiedene Morphologien in 
humanen (OSTEEN et al. 1989, MATTHEWS et al. 1992) sowie equinen Zellkulturstudien 
(WATSON et al. 1992a, THEUß et al. 2010, THEUß 2011) beobachtet. 
Demgegenüber können, entsprechend den Beobachtungen von BÖTTCHER (2011), auch im 
eigenen Untersuchungsgut in den einzelnen Kokulturansätzen bis zu vier verschiedene 
epitheliale Zelltypen nachgewiesen werden. Während eine isoprismatische Zellform aus-
schließlich in der Epithelzellpopulation auftritt, können die anderen Zelltypen (1, 2 und M), 
vergleichbar mit den Ergebnissen von BÖTTCHER (2011), nicht von ihrem jeweiligen mor-
phologischen Äquivalent auf Seiten der Stromazellen abgegrenzt werden.  
Generell ist zur eindeutigen Unterscheidung beider Zellarten, beispielsweise im Zuge der 
Reinheitsprüfung nach erfolgter Zellisolierung und -separation, eine immunzytologische Un-
tersuchung zum Nachweis von Zytokeratinen anzustreben. Diese Intermediärfilamente wer-
den auch in Zellkulturversuchen anderer Spezies ausschließlich von EZ exprimiert (OSTEEN 
et al. 1989, MERVIEL et al. 1995, CLASSEN-LINKE et al. 1997, MYLONAS et al. 2003b). 
Nach BÖTTCHER (2011), welcher die Expression verschiedener Zytokeratin-Subtypen in 
equinen endometrialen Epithelzellen prüft, ist Zytokeratin 19 in allen kultivierten EZ nach-
weisbar. Darauf aufbauend erfolgte in der vorliegenden Arbeit die eindeutige Zuordnung der 
untersuchten Zellarten zur jeweiligen bewachsenen Membranseite immunzytologisch mittels 
der Untersuchung der Zytokeratin-19-Expression. Insgesamt entsprechen die eigenen Er-
gebnisse dabei den von BÖTTCHER (2011) beschriebenen Gegebenheiten an in Monokultur 
gezüchteten EZ und SZ des equinen Endometriums. 
Die EZ treten in der durchgeführten Studie überwiegend als spindelige oder polygonale Zel-
len in Erscheinung. Mehrschichtige Zellrasen oder isoprismatisch wachsende EZ werden 
selten nachgewiesen. Diese Ergebnisse entsprechen jenen der Monokulturversuche mit  
equinen endometrialen Epithelzellen (BÖTTCHER 2011). Somit sind die phänotypischen 
Varianten sowie die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Epithelzelltypen im vorliegenden 
Kokultursystem vergleichbar mit den Ergebnissen bei der entsprechenden in Monokultur 
gehaltenen Zellpopulation. Ein direkter Einfluss der Kokultivierung mit stromalen Zellen auf 
die morphologischen Charakteristika, bzw. die bevorzugte Ausbildung eines bestimmten 
epithelialen Phänotyps (Zelltyp 1, 2, 3 oder M), kann anhand der erhobenen Ergebnisse nicht 
festgestellt werden. Aufgrund der geringen Stichprobengröße in den einzelnen Gruppen, 
kann eine Aussage über eine mögliche Korrelation zwischen der Häufigkeitsverteilung der 
beobachteten epithelialen Zelltypen und der endometrialen Funktionsmorphologie des Aus-
gangsgewebes nicht getroffen werden. In ihren Studien mit humanen endometrialen Epithel-
zellen können MATTHEWS et al. (1992) und VIGANÒ et al. (1993) eine solche Abhängigkeit 
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von Zytomorphologie in vitro (Phasenkontrastmikroskopie) und Zyklusphase in vivo nicht 
feststellen. 
Die verschiedenen bereits von BÖTTCHER (2011) und im eigenen Kokulturversuch be-
schriebenen epithelialen Zelltypen in endometrialen Zellkulturen der Stute können anteilig 
auch in vergleichbaren Zellkulturversuchen anderer Spezies nachgewiesen werden. Die Ur-
sache für die Ausprägung unterschiedlicher phänotypischer Varianten kann dabei möglich-
erweise in der sog. epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) gesehen werden: Diese stellt 
einen Prozess dar, welcher v. a. in der Embryonalentwicklung und der Tumorgenese von 
enormer Bedeutung ist. Ein Hauptmerkmal der EMT ist die morphologische Wandlung iso- 
bis hochprismatischer EZ mit deutlicher Polarität hin zu einem spindeligen, „mesenchymalen“ 
Phänotyp (BOYER u. THIERY 1993). In ihrer Arbeit mit murinen endometrialen Epithelzellen 
beobachten GLASSER et al. (1988), in Abhängigkeit von der verfügbaren Wachstumsober-
fläche, ebenfalls eine Anpassung der Morphologie epithelialer Zellen. So bilden diese zum 
Zeitpunkt der Konfluenz oder in Bereichen, in denen sie längere Zeit dicht gedrängt vorlie-
gen, eine iso- bis hochprismatische Form aus, während sie sich präkonfluent deutlich abge-
flacht darstellen. Somit ist ihre Morphologie mit der in der vorliegenden Arbeit als Zelltyp 3 
bzw. 1 bezeichneten EZ vergleichbar. KIRK et al. (1978) beobachten, je nach Einsaatdichte, 
gleichwertige Verhältnisse bei humanen epithelialen Endometriumzellen. Vergleichbar mit 
Reparaturprozessen in vivo, stellt den Autoren zufolge die Aussaat bei niedriger Zelldichte 
möglicherweise eine Art Migrationsreiz dar, wobei die EZ eine eher abgeflachte Zellform an-
nehmen. Im Gegensatz dazu wird eine hohe Aussaatdichte mit dem Auftreten eines kuppen-
förmigen Wachstums (ähnlich dem Zelltyp M in der vorliegenden Arbeit) in Verbindung 
gebracht. 
Ein weiteres Charakteristikum der EMT stellt die Anpassung spezifischer zellulärer Differen-
zierungsmarker dar (BOYER u. THIERY 1993). Unter In-vitro-Bedingungen kann dies durch 
eine Koexpression von Zytokeratin und Vimentin in EZ veranschaulicht werden (BOYER et 
al. 1989). Während BÖTTCHER (2011) im equinen Endometrium in situ nur gelegentlich 
eine Vimentinexpression in Zellen des luminalen Epithels und der Drüsenausführungsgänge, 
jedoch nicht in nicht-endometrotisch alterierten Drüsenepithelien beobachtet, wird die-      
ses Intermediärfilament in Monokulturen endometrialer EZ regelmäßig nachgewiesen 
(BUSCHATZ 2007, BÖTTCHER 2011). Auch bei anderen Spezies wird Vimentin sowohl von 
der Stromazellpopulation als auch den endometrialen Epithelzellen exprimiert (MUNSON et 
al. 1988, ZHANG et al. 1991, CLASSEN-LINKE et al. 1997, GALABOVA-KOVACS et al. 
2004). Dies kann auch bei der Kokultivierung beider Zellarten beobachtet werden (BLÄUER 
et al. 2005). Generell wird ein direkter kausaler Zusammenhang zwischen der In-vitro-
Expression von Vimentin in epithelialen Zellen und den kulturellen Gegebenheiten (FRANKE 
et al. 1979, OSBORN et al. 1980, VIRTANEN et al. 1981) sowie der Zellproliferation (AUBIN 
et al. 1980) angenommen. 
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Neben den bereits erwähnten Merkmalen, werden zudem die Abnahme von Zell-Zell-
Kontakten sowie die Anpassung funktioneller Eigenschaften als Kriterien der EMT gewertet 
(BOYER u. THIERY 1993). Um diesen Sachverhalt im vorliegenden Kokulturmodell zu über-
prüfen, sollten weitere immunzytologische sowie elektronenmikroskopische Untersuchungen 
folgen. 
In Abgrenzung zur EMT sehen VIGANÒ et al. (1993) einen möglichen Zusammenhang zwi-
schen der Aussaat präexistenter Drüsenschläuche und dem mehrschichtigen Wachstum von 
endometrialen Epithelzellen in vitro. Speziell an der Gas-Flüssigkeit-Grenze kultivierte uteri-
ne epitheliale Zellen des Rindes zeigen auf unkonditionierten Membranen eine isoprismati-
sche Morphologie, während sie bei der Überschichtung mit Medium eine flache Zellform 
annehmen (MUNSON et al. 1990). 
 
5.4.2.2 Stromazellen 
Nach BÖTTCHER (2011) bilden equine endometriale Stromazellen auf Millicell™-
Membranen bis zu drei verschiedene morphologische Zelltypen aus. Dabei können diese im 
Monokulturansatz mittels Lichtmikroskopie morphologisch nicht von den kultivierten Epithel-
zellen unterschieden werden (BÖTTCHER 2011). Identische Resultate können auch an den 
untersuchten Stromazellen des umgesetzten Kokultursystems erhoben werden. 
Betrachtet man die Häufigkeitsverteilung der einzelnen Zelltypen, so zeigen die stromalen 
Zellen im Rahmen der durchgeführten Studie eine dominant spindelige Morphologie (Zelltyp 
2). Demgegenüber kann eine rundovale bis polygonale Form (Zelltyp 1) selten nachgewie-
sen werden. Ein mehrschichtiges Wachstum (Zelltyp M) wird mit einer variablen Häufigkeit 
beobachtet. In Monokulturversuchen mit equinen endometrialen Stromazellen treten im Ge-
gensatz dazu spindelige und polygonale SZ zumeist zu gleichen Anteilen auf (BÖTTCHER 
2011). Eine prädominant spindelige Zellmorphologie wird in den einzelnen Monokulturansät-
zen nur ausnahmsweise beobachtet. Das vornehmlich spindelige Wachstum der SZ in der 
vorliegenden Studie ist möglicherweise direkt auf die Kokultivierung zurückzuführen. Eine 
Aussage über mögliche Zusammenhänge zwischen der Häufigkeitsverteilung der Zelltypen 
und der funktionellen Differenzierung des Ausgangsgewebes (endometriale Funktionsmor-
phologie), kann aufgrund der geringen Stichprobengröße in den einzelnen Gruppen nicht 
getroffen werden. 
Im Gegensatz zur Auswertungsmethodik dieser Studie werden die morphologischen Charak-
teristika kultivierter Zellen in anderen Arbeiten fast ausschließlich mittels Phasenkontrastmik-
roskopie erfasst. Dabei stellen sich endometriale Stromazellen verschiedener Spezies 
überwiegend als spindelförmig bzw. „fibroblastenartig“ dar, wobei sie in der Regel eine ho-
mogene Zellpopulation ausbilden. Dies kann beispielsweise in Monokulturen dieser Zellart 
bei der Stute (WATSON et al. 1992a, BUSCHATZ 2007, THEUß 2011), beim Menschen 
(KIRK et al. 1978, BONGSO et al. 1988, VIGANÒ et al. 1993) und dem Rind (FORTIER et al. 
1988) beobachtet werden. In Einzelfällen wird davon abweichend von bis zu zwei unter-
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schiedlichen morphologischen Stromazelltypen berichtet (VARMA et al. 1982, MYLONAS et 
al. 2003b). 
Das mittels Phasenkontrastmikroskopie erfassbare Übereinanderwachsen kultivierter SZ 
vom Kaninchen (RICKETTS et al. 1983), dem Menschen (HOLINKA u. GURPIDE 1987) und 
auch der Stute (BUSCHATZ 2007) findet seinen Ausdruck in der eigenen Arbeit und jener 
von BÖTTCHER (2011) in Form des Zelltyps M (lichtmikroskopische Auswertung am Mem-
branquerschnitt). 
Eine elektronenmikroskopische Untersuchung der SZ, wie sie zur eingehenden Charakteri-
sierung des zellulären Phänotyps bei vielen Tierarten angewandt wird, wurde im vorliegen-
den Kokulturversuch nicht durchgeführt. Diese wäre jedoch, auch in Bezug auf die Ver-
gleichbarkeit der erhobenen Ergebnisse mit jenen der Monokulturansätze, erstrebenswert. 
 
5.5 Kokultivierte endometriale Epithel- und Stromazellen –  
immunzytologische Auswertung 
5.5.1 Östrogenrezeptor α und Progesteronrezeptor 
Während BUSCHATZ (2007) beim Nachweis von ERα in Monokulturen equiner endometria-
ler Epithelzellen keinen Erfolg hat, gelingt dies jedoch in Folgearbeiten (BÖTTCHER et al. 
2010, THEUß 2011). Darüber hinaus kann THEUß (2011) diesen Steroidhormonrezeptor 
immunzytologisch ebenfalls in Stromazellkulturen nachweisen. Zudem kann der Autor auch 
die Expression von PR in beiden Zellarten beobachten. Die Reaktion tritt für beide Rezepto-
ren mit variabler Intensität und ausschließlich intrazytoplasmatisch auf, wobei auch vollstän-
dig negative Epithel- und Stromazellkulturen vorliegen können (THEUß 2011). 
Die überwiegend fehlende Immunreaktivität im durchgeführten Kokulturversuch könnte durch 
verschiedene Faktoren erklärt werden. So führt THEUß (2011) die Detektion von ERα, im 
Vergleich zur Studie von BUSCHATZ (2007), auf die Verwendung eines bedeutend komple-
xeren Nährmediums zurück, welches den Ansprüchen der Monokulturen bzw. den uterinen 
Gegebenheiten in situ eher Rechnung trägt. Dies ist Ausdruck der direkten Abhängigkeit des 
Differenzierungsgrades kultivierter Zellen von den Milieubedingungen (FRESHNEY 2010). 
Während die vorgegebenen Rahmenbedingungen für die einzelnen Monokulturen optimal 
eingestellt erscheinen, könnte es im Zuge der Kokultivierung zu einer absoluten oder relati-
ven Mangelversorgung beider Zellpopulationen gekommen sein. Dies würde auf eine zu-
nehmende Entdifferenzierung beider Zellarten in der vorliegenden Studie hindeuten. Eine 
solche Art der relativen Mangelversorgung beschreiben KASSIS et al. (1984) in ihrer Arbeit 
an murinen Zellkulturen. Sie sprechen von einer „quantitativen Modifikation“ der untersuch-
ten Rezeptoren unter In-vitro-Bedingungen, wobei durch Verkürzung des Mediumwechselin-
tervalls gleichbleibende Rezeptorlevel verzeichnet werden konnten. 
Zum anderen können für den fehlenden Rezeptornachweis technisch bedingte Störfakto-
ren verantwortlich sein (GALABOVA-KOVACS et al. 2004, THEUß 2011). Bei der Arbeit mit 
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kaninen endometrialen Zellen kann es nach GALABOVA-KOVACS et al. (2004) durch ein 
Austrocknen der Zellen nach erfolgter Fixierung zum vollständigen Verlust ihrer Immunreak-
tivität, bezogen auf die Detektion bestimmter zellulärer Proteine (Hormonrezeptoren), kom-
men. Ein solch kurzzeitiges Austrocknen der Monolayerkulturen kann auch THEUß (2011) in 
seiner Arbeit nicht mit letzter Sicherheit ausschließen. Auch im Kokulturversuch konnte dies, 
aufgrund der diffizilen manuellen Membranaufarbeitung (s. Kap. 3.7.2, S. 39), nicht in jedem 
Fall gänzlich vermieden werden. Inwieweit die Spannvorrichtung (s. Abb. 3.4, S. 40 u. Abb. 
9.1, S. 123) aus rostfreiem Edelstahl möglicherweise einen direkten Einfluss auf die Zellen 
und ihr Expressionsverhalten hat, kann abschließend nicht sicher beurteilt werden. In Stu-
dien zur Überprüfung verschiedener Metalllegierungen, die in der Kieferorthopädie beim 
Menschen eingesetzt werden, konnte jedoch gezeigt werden, dass Edelstahl eine gute Bio-
kompatibilität aufweist (LOCCI et al. 2000). Auch YEGER u. LEA (1977) beschreiben Edel-
stahl als exzellente Kulturoberfläche, die ein normales Wachstum sowie die charakteristische 
phänotypische Erscheinung der ausgesäten Zellart erhält. Beide Arbeiten beschreiben dabei 
relative „Extremsituationen“, in denen der Werkstoff, verglichen mit der eigenen Arbeit, einen 
direkten und zudem deutlich längeren Kontakt mit den kultivierten Zellen hat. Darüber hinaus 
können im vorliegenden Kokulturversuch bestimmte zelluläre Proteine (Zytokeratin 19, UG, 
CAL) erfolgreich nachgewiesen werden. Eine bedeutend „sensiblere“ Reaktion der Hormon-
rezeptoren auf äußere Störfaktoren im Allgemeinen erscheint jedoch, aufbauend auf den 
Ergebnissen von GALABOVA-KOVACS et al. (2004), möglich. 
Des Weiteren bezieht THEUß (2011) die Möglichkeit mit ein, dass eine gezielte zelluläre Dif-
ferenzierung erst mit dem Erreichen der Konfluenz eintritt. Dies können GALABOVA-
KOVACS et al. (2004) anhand von Versuchen mit stromalen und epithelialen Zellkulturen 
des Hundeendometriums nachweisen. Bedingt durch die optische Überlagerung beider Zell-
arten (Phasenkontrastmikroskopie) war in der eigenen Arbeit die präzise Feststellung der 
Konfluenz während der Kultivierung nur eingeschränkt möglich. So beschreibt der in der  
vorliegenden Studie definierte Zustand der „scheinbaren Konfluenz“ ausschließlich das Vor-
handensein durchgehender Epithel- und/oder Stromazellrasen. Es kann jedoch nicht ge-
währleistet werden, dass nicht nur eine, sondern tatsächlich beide Zellpopulationen ihre 
jeweilige Seite der semipermeablen Membran bereits vollständig bedecken. 
Nach UCHIMA et al. (1991) ist der fehlende Rezeptornachweis der Steroidhormone möglich-
erweise durch die Selektion rezeptornegativer/-armer Zellen, welche besser an die vor-
herrschenden Kulturbedingungen angepasst sind, bedingt. Dieser Sachverhalt könnte auch 
auf die Kokultur zutreffen. Für eine initiale Rezeptordefizienz hingegen ergeben sich auf-
grund des positiven Nachweises im Ursprungsgewebe (immunhistologisch untersuchte zwei-
te Endometriumprobe in situ), wie bereits von THEUß (2011) angegeben, keine Hinweise. 
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5.5.2 Uteroglobin und CalbindinD9k 
In Übereinstimmung mit Studien an Zellen des Kaninchens (RAJKUMAR et al. 1983a, 
1983b, RICKETTS et al. 1983) konnte UG in der vorliegenden Arbeit auch in equinen endo-
metrialen Epithelzellen nachgewiesen werden. Unabhängig von der hormonellen Supple-
mentierung und der Funktionsmorphologie des endometrialen Ausgangsgewebes konnten 
dabei in den EZ mittels Immunzytologie ähnliche Expressionsmuster sowie -intensitäten von 
UG beobachtet werden. Das Reaktionsprodukt lag in diesen Zellen überwiegend diffus ver-
teilt (feingranulär oder wabig) vor und wies eine dezente bzw. dezent bis geringgradige In-
tensität auf. Entsprechende Gegebenheiten weist HOFFMANN (2006) bei zyklischen Stuten 
in situ im Präöstus, Östrus sowie frühen und späten Interöstus in einem Teil der Zellen des 
luminalen Epithels sowie der Drüsenepithelien nach. Ein vorwiegend apikales Reaktionsmus-
ter sowie eine bis zu mittelgradig stark ausgeprägte Expressionsintensität, wie sie v. a. im 
mittleren und auch späten Interöstus in situ auftreten (HOFFMANN 2006) (s. Kap. 2.2.4,     
S. 11 f.), können auch in einzelnen kokultivierten EZ der vorliegenden Arbeit beobachtet wer-
den, wobei ein eindeutiger Zusammenhang zur hormonellen Supplementierung nicht ersicht-
lich ist. Im Hinblick auf den Nachweis von UG-Präzipitaten in den verschiedenen EZ-Typen 
kann eine tendenziell höhere Expressionsrate von UG in den EZ der Zelltypen 1 und 2 in 
Ansätzen aus Gewebeproben mit einer sekretorischen Funktionsmorphologie beobachtet 
werden. Eine Abhängigkeit zur Hormonsupplementierung ist hingegen nicht ersichtlich. Es 
sollte jedoch bedacht werden, dass aufgrund der initialen Isolierung der verschiedenen Zell-
arten aus dem Gewebeverband eine Aussage über den exakten Ursprung der „angewach-
senen“ und sich potenziell vermehrenden EZ nicht getroffen werden kann. Dies ist unter 
Berücksichtigung der uneinheitlichen sekretorischen Leistung der unterschiedlichen endo-
metrialen Epithelzellen in situ (luminales Epithel, Epithel der Drüsenausführungsgänge sowie 
der verschiedenen Abschnitte der Drüsenschläuche) von erheblicher Bedeutung. Der mögli-
che Erhalt der ursprünglichen funktionellen zellulären Differenzierung der EZ in vitro kann 
anhand des oben beschriebenen Sachverhaltes somit abschließend nicht beurteilt werden. 
Nach RAJKUMAR et al. (1983a) wird die UG-Produktion in endometrialen Epithelzellen des 
Kaninchens durch den Zusatz von P4 zum Nährmedium stimuliert bzw. durch eine E2-
Supplementierung gehemmt. Den Autoren zufolge tritt der fördernde Effekt des P4 aus-
schließlich bei einem Hormonzusatz ab dem ersten Kulturtag ein. Die beim Kaninchen im 
Zellkulturversuch beschriebenen Wirkungen von P4 und E2 können in der vorliegenden Stu-
die nicht nachgewiesen werden. Jedoch fällt anhand der Ergebnisse eine Zunahme immu-
nopositiver EZ (Typen 1, 2 und 3) aus sekretorisch differenziertem Ausgangsgewebe (n = 6) 
unter geringen Einzelhormonsupplementierungen (P4 oder E2) auf. Inwieweit dies einen Zu-
fallsbefund darstellt, kann auch unter Berücksichtigung der geringen Stichprobengröße ab-
schließend nicht bewertet werden. 
Innerhalb der Stromazellpopulation konnte UG ausschließlich in Zellen aus sekretorisch dif-
ferenziertem Ausgangsmaterial – jedoch insgesamt selten – nachgewiesen werden. Wäh-
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rend HOFFMANN (2006) eine Expression des sekretorischen Proteins in situ nie in den SZ 
beobachtet, tritt UG nach RICKETTS et al. (1983) zum Zeitpunkt höchster epithelialer UG-
Sekretionsraten z. T. in geringen Mengen in den SZ auf (s. Kap. 2.3.7.1 S. 21 ff.). Inwieweit 
die Proteindetektion innerhalb der Stromazellpopulation aus einer resorptiven Aufnahme des 
UG in vitro nach erfolgter Sekretion aus EZ resultiert, kann rein anhand der immunzyto-
logischen Untersuchung nicht beurteilt werden. Unter Berücksichtigung des ermittelten Rein-
heitsgrades in den Kontrollgruppen der Kokulturansätze (≥ 95 %) ist ein ausschließlich     
epithelialer Ursprung aller UG-positiven Zellen auf der mit Stromazellen kultivierten Memb-
ranseite nahezu ausgeschlossen. 
Zur Expression von CAL in kultivierten endometrialen Zellen existieren bislang keine Be-
schreibungen in der Literatur. Die vorliegenden Ergebnisse können deshalb lediglich mit den 
Beobachtungen von HOFFMANN (2006) am Endometrium zyklischer Stuten in situ vergli-
chen werden. In den kokultivierten EZ der vorliegenden Arbeit lag CAL überwiegend diffus 
intrazytoplasmatisch, jedoch in Einzelfällen in einer geringen Anzahl der Zellen auch intra-
nukleär vor und wurde vornehmlich mit einer dezenten bis geringgradigen Intensität expri-
miert. Dabei konnten keine Unterschiede dieser Parameter in Abhängigkeit von der 
Hormonsupplementierung oder der funktionellen Differenzierung des Ausgangsgewebes 
nachgewiesen werden. Entsprechende Reaktionsmuster kann auch HOFFMANN (2006) in 
jeder Zyklusphase in den verschiedenen EZ (luminales Epithel, Drüsenepithelien) in situ be-
obachten (s. Kap. 2.2.4, S 11 f.). Darüber hinaus beschreibt die Autorin, dass CAL z. T. mit 
einer sehr variablen Intensität nachweisbar ist, wobei im Rahmen des sogenannten „mosaik-
artigen“ Reaktionsmusters immunonegative neben hochgradig positiven Drüsenepithelzellen 
auftreten können. 
Während CAL in der stromalen Zellpopulation des equinen Endometriums in situ nie auftritt 
(HOFFMANN 2006), konnte das Protein in den SZ in vitro in wenigen Kulturen beobachtet 
werden, wobei es ausschließlich in einem sehr geringen Anteil der Typ-2- und -M-SZ vorlag. 
Unter Berücksichtigung des Reinheitsgrades der Kontrollgruppen der Kokulturen (≥ 95 %) 
erscheint auch hier ein ausschließlich epithelialer Ursprung der CAL-exprimierenden Zellen 
auf der mit SZ kultivierten Membranseite unwahrscheinlich. 
 
5.6 Einfluss der supplementierten Steroidhormone 
In den verschiedenen Versuchsgruppen der vorliegenden Arbeit konnte, unabhängig von der 
funktionellen Differenzierung des Ausgangsgewebes, kein Einfluss der supplementierten 
Hormone, einzeln sowie kombiniert, beobachtet werden. Dies gilt in Bezug auf die Häufig-
keitsverteilung der einzelnen stromalen und epithelialen Zelltypen, das Wachstum beider 
Zellarten sowie die Expression ausgewählter immunzytologischer Marker (ERα, PR und 
CAL). Einen wichtigen limitierenden Faktor für die Interpretation der gewonnenen Ergebnisse 
stellt jedoch die geringe Stichprobengröße dar. In diesem Zusammenhang sollte der mögli-
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che Einfluss der Steroidhormone auf die UG-Expression (s. Kap. 5.5.2, S. 90 f.) an einem 
größeren Probengut überprüft werden. 
Theoretisch sind für das Fehlen einer Wirkung der Steroidhomone auf die zelluläre Differen-
zierung sowie die Proliferation in der vorliegenden Arbeit zahlreiche Erklärungen denkbar. 
Unter Berücksichtigung des ausbleibenden Nachweises von ERα und PR in nahezu allen 
Kokulturansätzen dieser Studie (s. Kap. 4.4.2.2, S. 65 ff.) könnte die fehlende Steroidhor-
monwirkung vor allem in einem absoluten Rezeptormangel begründet liegen. Auf die mög-
lichen Gründe des nachgewiesenen Rezeptordefizits wurde detailliert im Kapitel 5.5.1 (S. 88 
f.) eingegangen. 
Zum anderen könnte die fehlende Wirkung von E2 und P4 auf die spezifische Herkunft der 
Zellen aus den verschiedenen Anteilen des endometrialen Gewebes und deren zykluspha-
senabhängig variierender Hormonrezeptorausstattung (ERα und PR) (BRUNCKHORST et 
al. 1991, AUPPERLE et al. 2000) zurückzuführen sein. Bedingt durch die regulatorische Ein-
flussnahme der Steroidhormone auf das Wachstum sowie die Differenzierung der endomet-
rialen Zellen, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen den Plasmahormon-
konzentrationen (E2 und P4) bzw. der zellulären Rezeptordichte (ERα und PR) und den    
Zellteilungsraten der EZ und SZ (AUPPERLE et al. 2000). In diesem Zusammenhang be-
obachten GERSTENBERG et al. (1999) und AUPPERLE et al. (2000), anhand lichtmikro-
skopischer und immunhistologischer (Ki-67-Antigen Proliferationsmarker) Untersuchungen 
von equinen endometrialen Gewebeproben, zyklusphasenabhängige Unterschiede der Zell-
teilungsraten von EZ und SZ. Im Östrus wird, am ehesten durch die vorherrschende Östro-
gendominanz, die stärkste Proliferation im luminalen Epithel, den Drüsenausführungsgängen 
sowie den Stromazellen des Stratum compactum verzeichnet. Erst am 3. bis 7. Tag des In-
teröstrus weisen die tiefen Drüsenabschnitte maximale Mitoseraten auf. Unter zunehmenden 
Plasmaprogesteronkonzentrationen fällt die mitotische Aktivität aller endometrialen Zellen im 
weiteren Verlauf auf basale Werte ab (GERSTENBERG et al. 1999). Ähnliche Gegebenhei-
ten können auch im kaninen Endometrium nachgewiesen werden (VAN CRUCHTEN et al. 
2004). Nach erfolgter Isolation und Separation endometrialer Zellen (Zeitpunkt der Aussaat) 
kann grundsätzlich nicht zwischen Zellen aus unterschiedlichen endometrialen Abschnit-
ten/Schichten (oberflächlich, tief) unterschieden werden. Nach BARTEL et al. (2013) stellt 
dies eine mögliche Fehlerquelle bei der Interpretation der Proliferation von EZ und SZ dar. 
Während die Autoren dies im Zellkulturversuch beim Hund beschreiben, könnte der Sach-
verhalt, unter Berücksichtigung der vergleichbaren Gegebenheiten im Endometrium in situ 
bei Hündin und Stute, auch auf die vorliegende Arbeit zutreffen. 
Zudem sollten auch die potenziellen interzellulären Wechselwirkungen im Endometrium 
berücksichtigt werden, die bisher vor allem im Mausversuch eingehend studiert wurden. So 
stellt insbesondere die 17β-Östradiolwirkung, welche einen stimulierenden Einfluss auf das 
Wachstum und die Differenzierung der epithelialen Zellen hat, einen parakrinen Vorgang dar, 
der durch das mit Östrogenrezeptoren ausgestattete Stroma vermittelt wird (BIGSBY u. 
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CUNHA 1986, COOKE et al. 1997, KURITA et al. 1998). Dies wird auch in humanmedizini-
schen Studien beobachtet, wobei erst durch die Kokultivierung stromaler und epithelialer 
Zellen eine proliferationsfördernde Wirkung von E2 auf die EZ nachgewiesen werden kann 
(PIERRO et al. 2001). Nach INABA et al. (1988) ist zudem ein physischer Kontakt zwischen 
beiden Zellpopulationen notwendig, um gezielte interzelluläre Wechselwirkungen zu gewähr-
leisten. Während im vorliegenden Kokulturversuch durch die semipermeable Membran ein 
Austausch parakriner Signalmoleküle ermöglicht wurde, fehlte jedoch ein direkter zellulärer 
Kontakt zwischen EZ und SZ, wodurch sich der fehlende Einfluss der Steroidhormone mög-
licherweise erklären ließe. Darüber hinaus führen TOMOOKA et al. (1986) ein bereits opti-
miertes Medium als Grund für das Fehlen einer epithelialen Wachstumsstimulation durch 
Östrogene an. So stellen zahlreiche Faktoren, welche nachweislich bei verschiedenen Spe-
zies an der Vermittlung des stromalen und/oder epithelialen Zellwachstums beteiligt sind, 
Bestandteile des in dieser Kokulturstudie verwendeten Basisnährmediums dar. Dazu zählen 
beispielsweise EGF (epithelial growth factor)-Rezeptor-Liganden und Insulin (UCHIMA et al. 
1991, ORDENER et al. 1993, KOMATSU et al. 2003). 
Nach KIRK et al. (1978) ist das Fehlen der Östrogenwirkung im Zellkulturversuch möglicher-
weise durch die Zelleinsaat bei geringer Dichte bedingt. Vergleichbar mit einem Reparatur-
prozess in vivo gehen die Zellen nach der Hypothese der Autoren in einen potenziell 
Östrogen-unabhängigen hormonrefraktären Zustand über. Entgegen dieser Auffassung 
wird in Kulturen endometrialer Epithelzellen des Kaninchens bei geringer Aussaatdichte eine 
Wachstumszunahme unter Östrogensupplementierung beobachtet (GERSCHENSON et al. 
1981). Für eine gezielte Überprüfung dieses Sachverhaltes bei Equiden fehlen bisher ver-
gleichbare Zellkulturstudien, in welchen mit unterschiedlichen Einsaatdichten gearbeitet wird. 
Neueste Arbeiten an endometrialen Zellen der Stute thematisieren v. a. die durch Steroid-
hormone regulierte zelluläre Syntheseleistung (Prostaglandine, Tumornekrosefaktor α),    
wobei insbesondere den Prostaglandinen eine parakrin vermittelte Beeinflussung der Zell-
proliferation zugesprochen wird (SZÓSTEK et al. 2014a, 2014b, 2014c). Abschließend be-
trachtet, stellen letztere Versuche und jene am vorliegenden Kokultursystem erste 
Forschungsansätze zu den Wirkmechanismen von 17β-Östradiol und Progesteron an isolier-
ten Zellen des equinen Endometriums dar. Diese können potenziell als Grundlage für Folge-
arbeiten an entsprechenden Zellkulturen der Stute dienen. 
 
5.7 Fazit 
Insgesamt konnte, ohne die Verwendung einer Extrazellularmatrix, ein Kokultursystem equi-
ner endometrialer Epithel- und Stromazellen erfolgreich etabliert und charakterisiert werden. 
Die räumliche Trennung durch die semipermeable Membran ermöglicht dabei ein separates 
Wachstum beider Zellpopulationen mit der Option eines interzellulären Austausches über 
das gemeinsame Nährmedium (parakrine Faktoren). Ähnliche Zellkulturansätze wurden be-
reits für andere Tierarten und den Menschen beschrieben (CASSLÉN u. HARPER 1991, 
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WEGNER u. CARSON 1992, ARNOLD et al. 2001, PIERRO et al. 2001, BLÄUER et al. 
2005, CHEN et al. 2013). In seiner spezifischen Ausführung stellt das angewandte Modell, 
mit der direkten Adhäsion und dem flächigen Wachstum beider Zellarten auf den unter-
schiedlichen Seiten des Membraneinsatzes, allerdings ein Kokultursystem dar, wie es bei 
Säugetierspezies bisher noch nicht umgesetzt wurde. 
Um die Aussagekraft und entsprechende Vergleichbarkeit der in dieser Studie gewonnenen 
Ergebnisse zu gewährleisten, muss eine möglichst hohe Kongruenz der Verhältnisse in vitro 
mit jenen in situ sichergestellt werden. Bezogen auf morphologische Kriterien kann zwar nur 
zu einem geringen Anteil eine deutliche epitheliale Differenzierung der kokultivierten EZ be-
obachtet werden, für eine solche spricht jedoch die immunzytologische Detektion spezifi-
scher zellulärer Antigene in dieser Zellpopulation (Zytokeratin 19, UG, CAL und vereinzelt 
ERα und PR). Somit konnte die bereits von BÖTTCHER (2011) im Monokulturversuch be-
schriebene morphologische Differenzierung equiner endometrialer Zellen in vitro auch im 
Rahmen der Kokultivierung belegt werden. Der Erhalt funktioneller Charakteristika ist indes 
nur teilweise unter den eingesetzten Bedingungen gegeben. So können zwar die uterinen 
Proteine Uteroglobin und CalbindinD9k mit deutlicher Regelmäßigkeit in den EZ beobachtet 
werden, der Nachweis von Steroidhormonrezeptoren in den endometrialen Zellen gelingt 
jedoch mehrheitlich nicht. Ebenso können kaum Einflüsse von den dem Kulturmedium zuge-
setzten Steroidhormonen auf die Zelleigenschaften nachgewiesen werden. Diese Umstände 
sind möglicherweise auf die folgenden Parameter und/oder Einschränkungen des ange-
wandten Zellkultursystems zurückzuführen: 
 
- Engpässe in der Versorgung durch das für Monokulturen optimierte Nährmedium 
- die fehlende physische Interaktion der Epithelzellen mit den stromalen Zellen  
- die fehlende physische Interaktion beider Zellarten mit der Extrazellularmatrix 
- exogene Störfaktoren, z. B. ein Austrocknen der Zellen im Rahmen der routinemä-
ßigen Aufarbeitung für die Paraffineinbettung 
 
Um das Kokulturmodell in seiner spezifischen Ausführung und den damit verbundenen Vor-
teilen (z. B. separate Beurteilung der einzelnen Zellarten) beizubehalten, wäre zunächst eine 
Anpassung des Nährmediums sowie der routinemäßigen Aufarbeitung der Membraneinsätze 
anzustreben. Dabei sollte auch die von KASSIS et al. (1984) beobachte deutliche Variabilität 
der zellulären Bindungsaktivität für Östrogene (vorhandene Hormonrezeptoren) infolge einer 
Modifikation der Kulturbedingungen Berücksichtigung finden. Die Autoren führen bei ihren 
Studien mit murinen myometrialen Zellen gleichbleibende Rezeptorlevel unter anderem auf 
einen täglichen Mediumwechsel zurück. Im Hinblick auf einen potenziellen Einfluss exogener 
Störfaktoren (z. B. Austrocknung) auf die Nachweisbarkeit von Steroidhormonrezeptoren in 
vitro (GALABOVA-KOVACS et al. 2004), sollten im Zuge der Kokulturaufarbeitung gleich-
bleibende äußere Gegebenheiten und im Besonderen eine durchgängige Befeuchtung der 
Millicell®-Membranen gewährleistet werden. 
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5.8 Weiterführende Untersuchungen 
5.8.1 Beurteilung der Proliferation in vitro 
Da die Wachstumsintensität in der vorliegenden Studie nur äußerst eingeschränkt erfasst 
werden konnte („scheinbare Konfluenz“, s. Kap. 4.2, S. 45), sollten in Folgearbeiten alterna-
tive Beurteilungsmethoden ausgewählt werden. 
In Anlehnung an die Aufarbeitung des vorgestellten Kokultursystems könnte, im Anschluss 
an die Fixierung der Zellkulturen an einem definierten Kulturtag, eine immunzytologische 
Untersuchung zur Detektion von Ki-67-Antigen durchgeführt werden (CLASSEN-LINKE et al. 
1997). Zur Beurteilung der Kongruenz des Zellkulturmodells und der Gegebenheiten in vivo 
wäre darüber hinaus ein Vergleich von Versuchsansätzen mit hormoneller Supplementierung 
und den von GERSTENBERG et al. (1999) erhobenen Daten zur Proliferationsaktivität equi-
ner endometrialer Zellen während des Zyklusverlaufs in situ anzustreben. Ebenso denkbar 
wäre der Einsatz von Nukleotid-Analoga (3H-Thymidin, Bromodeoxyuridine) im Rahmen der 
Kultivierung und der anschließende Nachweis dieser intranukleär lokalisierten Marker mittels 
Immunzytologie (Licht- oder Konfokalmikroskopie) oder Immunfluoreszenzmikroskopie 
(ORLICKY et al. 1987, CLASSEN-LINKE et al. 1997, PIERRO et al. 2001, KOMATSU et al. 
2003). 
 
5.8.2 Potenzielle Einsatzbereiche der Kokultur 
Ein dem In-vivo-Zustand kongruentes Zellkultursystem könnte potenziell, unter der Vermei-
dung von Tierversuchen, für verschiedene wissenschaftliche Fragestellungen eingesetzt 
werden (FRESHNEY 2010). Einen Schwerpunkt im Hinblick auf das uterine Gewebe bildet 
dabei die Untersuchung physiologischer Prozesse, wie beispielsweise des Zyklusgesche-
hens (GALABOVA-KOVACS et al. 2004, BLÄUER et al. 2005), der maternalen Trächtig-
keitserkennung oder der Frühträchtigkeit mit der synchronen Entwicklung von maternalem 
und fetalem Gewebe. Letzteres könnte speziell bei der Stute neben der Nutzung endometria-
ler Gewebekulturen (WATSON u. SERTICH 1989, WATSON 1990) oder reiner epithelialer 
Monokulturen (BRADY et al. 1993) untersucht werden. Generell ist bei diesen Prozessen die 
Erfassung interzellulärer Wechselwirkungen sowie das Verständnis von der Vermittlung und 
Wirkung hormoneller Einflüsse auf zellulärer Ebene von besonderem Interesse. 
Im Hinblick auf das wirtschaftliche Bestreben, eine möglichst hohe Abfohlrate bei Zucht-
stuten zu erwirken, ist neben den physiologischen Prozessen auch die Erforschung patholo-
gischer Prozesse und deren Pathogenese im uterinen Gewebe von erheblicher Bedeutung. 
Bei der Tierart Pferd könnten mit Hilfe der Kokultur potenziell Untersuchungen zu endo-
metrialen Funktionsstörungen und chronisch-degenerativen Veränderungen (Endometrose) 
ex vivo realisiert werden. Bisherige Studien führen die Entstehung periglandulärer Fibrosen 
im equinen Uterus auf eine endokrine/parakrine Genese mit konsekutiver Zellschädigung 
(RAILA 2000), Basallaminaalterationen oder eine primäre Zellschädigung (HOFFMANN et al. 
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2009b, KIESOW et al. 2011) zurück. Im Zellkulturversuch könnte diesbezüglich ein möglicher 
Versuchsaufbau das Erfassen zellulärer Anpassungsreaktionen unter dem Einfluss spezifi-
scher Störfaktoren, wie einem hypoxischen Kulturmilieu, einer hormonellen Imbalance oder 





Etablierung und Charakterisierung einer Kokultur equiner endometrialer Epithel- und 
Stromazellen 
Institut für Veterinär-Pathologie der Veterinärmedizinischen Fakultät, Universität Leipzig 
Eingereicht im Dezember 2015 
100 Seiten, 26 Abbildungen, 28 Tabellen, 281 Literaturangaben, 7 Seiten Anhang 
Schlüsselwörter: Stute, Endometrium, Kokultur, Epithelzellen, Stromazellen, Östrogen, Pro-
gesteron 
 
Ziel dieser Studie war die Etablierung einer Kokultur aus equinen endometrialen Epithel- und 
Stromazellen. Nach der erfolgreichen Umsetzung des Kokulturmodells sollte im weiteren 
Versuchsablauf durch die Zugabe von 17β-Östradiol (E2) und/oder Progesteron (P4) zum 
Nährmedium der Einfluss der Hormone auf die Zellen untersucht werden. Neben einer    
lichtmikroskopischen Auswertung der zytomorphologischen Charakteristika beider Zellarten 
sollte die Expression der Steroidhormonrezeptoren Östrogenrezeptor α und Progesteronre-
zeptor sowie der uterinen Proteine Uteroglobin und CalbindinD9k immunzytologisch überprüft 
werden. 
Für die Etablierung der Kokultur wurden Endometriumproben von lebenden (n = 5) sowie 
frischtoten (n = 4) Stuten gewonnen. Eine jeweils parallel entnommene Gewebeprobe von 
jedem Tier wurde in Formalin fixiert und diente als Referenzmaterial (in situ). Auf die Zelliso-
lierung (mechanisch und enzymatisch) folgte die Separation von Epithel- und Stromazellen 
(EZ/SZ) mittels Filtration, Dichtegradientenzentrifugation und Differenzialadhärenz. An-
schließend wurden die EZ auf die Außenseite von Millicell®-Membraneinsätzen aufgebracht. 
Nach zwei Tagen erfolgte das Einsäen der bis zu diesem Zeitpunkt separat kultivierten SZ 
auf die Innenseite der Membranen. Als Nährmedium diente ein Gemisch aus DMEM und 
Ham’s F-12, wobei diesem 2,5 % fötales Kälberserum sowie verschiedene Additive zuge-
setzt wurden. Ab Kulturtag 4 wurden dem Medium definierte Konzentrationen und Kombina-
tionen von E2 und P4 zugesetzt. Die Kultivierung erfolgte bei einem CO2-Partialdruck von 5 % 
in 37 °C warmer wasserdampfgesättigter Raumluft. Mit der polarisationsmikroskopisch er-
fassbaren Ausbildung durchgehender Zellrasen („scheinbare Konfluenz“) wurden die Kokul-
turen in Formalin fixiert und für die Lichtmikroskopie aufgearbeitet. 
Das Ausgangsgewebe zeigte mehrheitlich eine sekretorische Funktionsmorphologie (n = 6). 
Einzelne Endometrien befanden sich in einem Übergangsstadium von der Sekretions- zur 
Proliferationsphase (n = 1), bzw. vice versa (n = 1) oder wiesen eine irregulär proliferative 
Differenzierung (n = 1) auf. 
Im Rahmen der Kokultivierung bildeten die EZ innerhalb der Schnittebene vier und die SZ 
drei verschiedene morphologische Zelltypen aus. Dabei traten rundovale bis polygonale EZ 
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(Typ 1) selten bis gelegentlich, spindelförmige EZ (Typ 2) gelegentlich bis häufig und iso-
prismatische (Typ 3) sowie mehrschichtig wachsende EZ (Typ M) jeweils selten auf. Die SZ 
zeigten innerhalb der Schnittebene selten eine rundovale bis polygonale Zellform (Typ 1), 
sehr häufig eine spindelförmige Morphologie (Typ 2) und selten ein mehrschichtiges Wachs-
tum (Typ M). Ein Zusammenhang zwischen der endometrialen Funktionsmorphologie zum 
Zeitpunkt der Zellisolierung oder dem Hormonzusatz und der Häufigkeitsverteilung der Zell-
typen sowie der Wachstumsgeschwindigkeit der kultivierten Zellen war nicht offensichtlich. 
Zytokeratin 19 wurde stets von EZ exprimiert, während es auf Seiten der SZ nur sporadisch 
in maximal 5 % der Zellen im Bereich mehrschichtig wachsender Zellrasen auftrat. Die Stero-
idhormonrezeptoren konnten lediglich in einzelnen Kokulturen aus sekretorisch differenzier-
tem Ausgangsgewebe detektiert werden. Uteroglobin wurde in vitro mit einer variablen 
Häufigkeit in den EZ-Typen exprimiert. Während ein übergreifender Zusammenhang zur 
hormonellen Supplementierung nicht abgeleitet werden konnte, wurde jedoch ersichtlich, 
dass im Bereich einschichtig wachsender EZ in Ansätzen aus sekretorisch differenzierten 
Endometrien unter niedrigen Hormondosen (Zusatz von entweder nur E2 oder nur P4) im 
Median häufiger Uteroglobin exprimiert wurde. Mit zunehmender Hormonkonzentration im 
Medium nahm der Anteil immunopositiver Zellen (Typen 1, 2 und 3) deutlich ab. Innerhalb 
der Stromazellpopulation wurde Uteroglobin selten und ausschließlich in Zellen aus sekreto-
risch differenziertem Ausgangsmaterial nachgewiesen. CalbindinD9k wurde in vitro vornehm-
lich intrazytoplasmatisch und sehr vereinzelt intranukleär exprimiert. Insgesamt konnte das 
Protein in vitro stets in wenigen Typ-1-EZ, sehr selten in Typ-2-EZ und in einer geringen bis 
mäßigen Anzahl von Typ-3- und Typ-M-EZ beobachtet werden. Innerhalb der Stromazellpo-
pulation trat CalbindinD9k ausschließlich in einer geringen (Endometrien aus dem Östrus) bis 
mäßigen (Endometrien aus dem Interöstrus) Anzahl der Typ-2- und wenigen Typ-M-SZ auf. 
Insgesamt wurden keine deutlichen Einflüsse der endometrialen Funktionsmorphologie zum 
Zeitpunkt der Zellisolierung und/oder der hormonellen Supplementierung in vitro auf die im-
munzytologischen Charakteristika der kokultivierten Zellen ersichtlich. 
Abschließend betrachtet, konnte ein Kokultursystem equiner endometrialer Epithel- und 
Stromazellen erfolgreich etabliert und charakterisiert werden. Es bietet dabei, trotz der z. T. 
fehlenden Kongruenz zu den Gegebenheiten in situ, Ansätze für potenzielle Folgearbeiten, 
insbesondere hinsichtlich der Erfassung interzellulärer Wechselwirkungen sowie bezüglich 
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The aim of the present study was the establishment of a coculture system of equine endome-
trial epithelial and stromal cells. Subsequent to the successful development of the coculture 
model the culture medium should be supplemented with 17β-estradiol (E2) and/or progester-
one (P4) in order to study the influence of the hormones on the cellular level. In addition to 
the examination of cytomorphological characteristics of both cell types via light microscopy, 
the expression of the steroid hormone receptors (estrogen receptor α and progesterone re-
ceptor) as well as of the uterine proteins Uteroglobin and CalbindinD9k was investigated. 
For the establishment of the coculture system endometrial samples were obtained from living 
(n = 5) as well as freshly deceased mares (n = 4). A simultaneously taken tissue specimen of 
each animal was fixed in formalin and served as in situ reference material. After an initial 
mechanical and enzymatical isolation the epithelial and stromal cells (EC/SC) were separat-
ed via filtration, density gradient centrifugation and differential adhesion. Subsequently, the 
EC were applied to the outer surface of Millicell® inserts. The SC were cultivated separately 
for 2 days before they were seeded onto the inner surface of the same insert. The culture 
medium used was comprised of a DMEM and Ham‘s F-12 basis as well as 2.5 % foetal calf 
serum and different additives. Starting on day 4 of cultivation the standardised medium was 
supplemented with different concentrations and combinations of E2 and P4. Throughout the 
study the cultures were kept in a humidified atmosphere of 37°C and a 5 % partial pressure 
of carbon dioxide. Once the cocultures formed continuous cell layers, as determined via a 
polarisation microscope (“apparent confluency”), the membranes were fixed in formalin and 
routinely processed for light microscopical evaluation. 
The initial tissue samples predominantly showed a secretory functional morphology (n = 6), 
while single specimens were obtained during the transition from the secretory to the prolifera-
tive phase (n = 1) or vice versa (n = 1). One endometrial sample exhibited an irregular proli-
ferative differentiation. 
In the course of cocultivation the EC formed 4 and the SC 3 different cellular morphologies 
within the section plane. EC with a round-oval to polygonal cell form (type 1) were rarely to 
occasionally encountered, while spindle-shaped EC (type 2) were occasionally to frequently 
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seen and EC with a cuboidal morphology (type 3) as well as such cells growing in stratified 
layers (type M) were only infrequently detected. The SC only rarely showed a round-oval to 
polygonal cell form (type 1) or areas of a stratified cell growth (type M), whereas spindle-
shaped SC (type 2) were observed very often. A correlation of the endometrial functional 
morphology at the time of cell isolation or the hormonal supplementation and the frequency 
distribution of the cell types as well as the growth rate of the cultivated cells was not evident. 
The EC always expressed Cytokeratin 19, while on the side of the SC only up to 5 % of the 
cells in areas of stratified cell growth exhibited this filament. Solely in individual cocultures 
from secretory differentiated endometrial tissue the steroid hormone receptors could be de-
tected. Uteroglobin was expressed in vitro in EC with a variable frequency. An overall corre-
lation of the hormonal supplementation and the Uteroglobin expression could not be derived. 
However, under low hormone doses (only E2 or only P4 supplement) Uteroglobin was detect-
ed in EC in areas of single-layered cell growth more often (median value). With an increase 
in hormone concentration the amount of immunopositive cells (types 1, 2 and 3) diminished 
noticeably. In SC the protein could only rarely be seen and exclusively in cells from endome-
tria with a secretory functional morphology. In vitro CalbindinD9k was predominantly detected 
intracytoplasmatically, while single cells showed an additional intranuclear expression. Alto-
gether, CalbindinD9k could always be observed in a few type-1-EC, rarely in type-2-EC and 
with a variable frequency in small to moderate numbers of type-3- and type-M-EC. In SC the 
protein was exclusively expressed in a small (endometrial samples form the oestrous phase) 
to moderate (endometrial tissue from the interoestrous phase) number of type-2-SC and a 
few type-M-SC. Generally, no distinct influence of the endometrial functional morphology at 
the time of tissue sampling and/or of the hormonal supplementation in vitro on the immuno-
cytochemical characteristics of the cocultured cells could be observed. 
In summary, a coculture system of primary equine endometrial epithelial and stromal cells 
was successfully established and characterised. Despite of the partly absent congruence to 
the in situ conditions/prerequisites, the present study offers a basic approach and scaffold for 
further investigations, particularly regarding the ascertainment of intercellular dependencies 
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9.1 Reagenzien für die Zellkultur 
HBSS (Hank’s balanced salt solution) 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. H15-009 
Hank’s BSS (1x), ohne Ca & Mg, ohne Phenolrot 
 
Antibiotikum/Antimykotikum (ABAM) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. P11-002 
enthält in 0,9%iger NaCl-Lösung: 
10000 U/ml Penicillin G 
10 mg/ml Streptomycinsulfat 
25 µg/ml Amphotericin B 
 
Antimykotikum (AM) – Amphotericin B 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. P11-001 
enthält in 0,9%iger NaCl-Lösung: 
250 µg/ml Amphotericin B 
 
Kollagenase-II 
Biochrom AG, Berlin 
Kat.-Nr. C II-22 
Collagenase 2, Typ CLS II, Trockensubstanz, 254 U/mg 
Konzentration: 2000 U/ml 
Aktivität: 1 U setzt 1 µmol L-Leucin-Äquivalent in 5 Stunden bei 37 °C aus Kollagen frei 
 
Kollagenase-Lösung (= Verdauungslösung) 
Stammlösung: 
100 mg Kollagenase II (2000 U/ml) 
12,7 ml PBS 
Gebrauchslösung: 
800 µl Stammlösung 
3600 µl HBSS 
160 µl ABAM 
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RPMI 1640 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. E15-885 
RPMI 1640 mit stabilem Glutamin und Phenolrot 
 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. E15-877 
DMEM mit L-Glutamin, ohne Phenolrot 
 
Ham’s F-12 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. E15-016 
Ham’s F-12 ohne L-Glutamin 
 
Fetales Kälberserum (FKS) 
Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. A15-649 
Fötales Kälberserum „Gold“, Kategorie „EU“ 
 
HEPES-Puffer (1M) 






Kat. Nr. H0888-1G 
≥ 98 % 
 
Human EGF 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. 103066 







Fa. PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich 
Kat.-Nr. F01-015 
enthält: in 0,9%iger NaCl-Lösung 
Insulin     1000 mg/l 
Transferrin      550 mg/l 
Natriumselenit   0,68 mg/l 
 
Percoll (Easycoll Separating Solution) 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. L 6143 
Easycoll, isotonisch, Dichte 1,124 g/ml 
 
Trypsin/EDTA 
(10x) Trypsin (1:250)/EDTA (0,5/0,2 %) 
Biochrom AG, Berlin 
Kat. Nr. L 2153 
In (10x) PBS ohne Ca & Mg 
NaCl    80000 mg/l 
KCl          2000 mg/l 
Na2HPO4  11500 mg/l 
KH2PO4     2000 mg/l 
EDTA-Na2    2000 mg/l 
Trypsin     5000 mg/l 
Aktivität: 1 g Trypsin verdaut 250 g Kaseinsubstrat 
 
Trypanblau 
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 




Sigma-Aldrich, Taufkirchen; Progesterone powder, >=99 % 
 
17β-Östradiol 
Sigma-Aldrich, Taufkirchen; β-Estradiol powder, >=98 % 
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9.2 Reagenzien für die (Immun-)Zytologie und Immunhistologie 
Zitrat-Puffer (10mM, PH 6,0) 
9 ml 0,1 M Zitronensäure (Fa. Merck, Darmstadt) 
41 ml 0,1 M Natriumzitrat (Fa. Merck, Darmstadt) 
450 ml destilliertes Wasser 
 
Tris Buffered Saline (TBS) 
Stammlösung: 
60,57 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Fa. Carl Roth, Karlsruhe) 
610 ml destilliertes Wasser 
390 ml HCl 1 N (Fa. Merck, Darmstadt) 
Gebrauchslösung: 
100 ml Stammlösung 
900 ml 0,8 % NaCl (Fa. Merck, Darmstadt) in destilliertem Wasser 
 
Phosphate Buffered Saline (PBS)  
Stammlösung: 
42 g NaCl (Fa. Merck, Darmstadt) 
9,26 g Na₂HPO₄ x H₂O₂ p.a. (Fa. Merck, Darmstadt) 
2,15 g K₂HPO₄ Fa. Merck, Darmstadt) 
destiliertes Wasser ad 100 ml 
Gebrauchslösung: 
Verdünnung der Stammlösung 1:5 in destilliertem Wasser 
 
3,3-Diaminobenzidintetrahydrochlorid(DAB)-Lösung 
100 mg DAB (Fa. Fluka Feinchemikalien, Neu Ulm) 
200 ml 0,1 M Imidazol/HCl-Puffer (pH 7,1): 
− 6,81 g Imidazol (Fa. Merck, Darmstadt) 
− destilliertes Wasser ad 1000 ml 
− 500 ml 0,1 M HCl 






Abb. 9.1: Membranspannvorrichtung aus Edelstahl mit Schraubelementen (Entwurf 
nach Lapko, Zeichnung und Anfertigung durch Mitarbeiter/-innen der Fakultät 
für Physik und Geowissenschaften der Universität Leipzig) 
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9.4 Zytomorphologische Charakteristika der kultivierten Zellen 
Tab. 9.1: Zytomorphologie der EZ in vitro nach BÖTTCHER (2011) 
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